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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Die antibiotischen Beziehungen einer 
natiirlichen Mikroflora*. 


Von 
KARL HEINZ WALLHAUSSER. 


Mit 15 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 25. Oktober 1950.) 


Bei der auBerordentlichen Haufigkeit von bekannten und noch un- 
bekannten antibiotischen Stoffen, wie sie durch die in unseren Béden vor- 
kommenden Mikroorganismen gebildet werden, taucht die Frage auf, 
welche Rolle diese Stoffe in der Natur spielen. Haben sie hier die gleichen 
Wirkungen wie im Laboratoriumstest? In der vorliegenden Arbeit soll 
zunachst das gegenseitige antibiotische Verhalten einer natiirlichen 
Boden-Mikroflora im Laboratoriumstest untersucht werden. In einer 
weiteren Mitteilung wird auf die Wirkung der Antibiotika im natiirlichen 
Boden eingegangen werden. 


Als Versuchsboden diente ein Kiefernwald. Aus einer abgesteckten Flache von 
0,5 qm wurden an mehreren Entnahmetagen die nachstehend aufgefiihrten 16 Pilz- 
und 23 Bakterienstémme isoliert, die in der folgenden Darstellung meist nur unter 
der betreffenden Nummer aufgefiihrt sind. 


A. Bakterien: 
a) gramnegative 


1. Pseudomonas segne 4. Bacterium ferrugineum 
2. Achromobacter geminum 5. Flavobacterium aromaticum 
3. Pseudomonas fluorescens 6. Achromobacter spec. 
b) grampositive 
7. Bacillus borstelensis 16. Bacillus mesentericus 
8. Bacillus consolidus 17. Bacillus petasites 
9. Bacillus arenarvus 18. Bacillus elegans 
10. Subtilis-Gruppe 19. Subtilis-Gruppe 
11. Micrococcus spec. 20. Subtilis-Gruppe 
12. Bacillus terrestris 21. Subtilis-Gruppe 
13. Bacillus repens 22. Bacillus mycoides 
14, Subtilis-Gruppe 23. Fusiformis-Gruppe 
15. Bacillus cohaerens 
13), (eave 
A. Mucor racemosus ©, Aspergillus (Glaucus-Gruppe) 
B. Mucor janssenii D. Aspergillus terreus 


* Auszug aus einer Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitat Gottingen, 1950. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 16. 15 


202 Karu Hetnz WALLHAUSSER: 


. Penicillium spec. Asymmetrica 
. Penicillium spec. Asymmetrica 
. Penicillium expansum 

. Botrytis spec. 

Cladosporium spec. 
Stemphyllium spec. 


KE. Aspergillus niger 

F. Penicilliwm spec. Monovertic. 
G. Penicillium spec. Monovertic. 

H. Penicillium spec. Monovertic. 
T. Penicillium spec. Asymmetrica 

. Penicillium spec. Asymmetrica 


Ovo4zsey 


I. Die Gegeniiberstellung auf kiinstlichen Nahrbéden. 


Die gegenseitige Beeinflussung der oben angefiihrten Mikroorganismen 
wurde zunachst auf kiinstlichen Nahrbéden bei folgenden Kombinationen 
untersucht: 1. Bakterien gegen Bakterien; 2. Pilze gegen Pilze; 3. Pilze 
gegen Bakterien; 4. Bakterien gegen Pilze. 


_ Die Gegeniiberstellung erfolgte zum groBten Teil auf festen Nahrbéden (Test- 
platten), bei den Kombinationen 2 und 4 wurden jedoch auch fliissige Nahrbéden 
benutzt. Zur Herstellung der Testplatten dienten Bouillon-Agar (1,5% Agar, 
pu 7), sowie ein selbst zusammengestellter Wiirze-Pepton-Agar (WP 7), auf 
dem Pilze und Bakterien gleich gut wachsen, bei dem jedoch auf die genaue Hin- 
stellung des pq-Wertes zu achten ist, da beim Autoklavieren meistens ein Abfall 
nach der sauren Seite erfolgt und die Bakterien sich dann nur schlecht entwickeln. 

Getestet wurde sowohl im Vital- als auch im Filtrattest. 10 cm? des fliissig 
gemachten’ — handwarmen — Nahrbodens wurden mit 0,1 cm? einer 48 Std alten 
fliissigen Bouillonkultur des Teststammes vermischt und in sterile, plane Petri- 
schalen gegossen. Wahrend nun beim Vitaltest der Antagonist ,,lebend“* mit einer 
Platinése (Auftupfmethode) oder einem Stanzplattchen aufgesetzt wurde, wurden 
beim Filtrattest die von ABRAHAM, CHAIN u. Mitarb. beschriebene ,,Zylindertest- 
methode* sowie die von FLEMING eingefiihrte ,,Lochtestmethode* angewendet. 
Die Bebriitung der Testplatten erfolgte bei 30° C im Thermostaten. Bei der Aus- 
wertung wurde nicht nur auf rein quantitative Aussagen — GréBe der Hemm- und 
Forderungszonen — Wert gelegt, sondern auch auf die zeitliche Verinderung der 
einzelnen Zonen, um daraus gegebenenfalls Riickschliisse auf die Wirkungsweise 
dieser Stoffe und die gegenseitige Beeinflussung der gegentibergestellten Orga- 
nismen machen zu kénnen. 

Die Zonenwerte wurden nach 12, 24 und 72 Std abgelesen. Zur besseren Ver- 
stiindlichkeit der nachfolgenden, in Tabellen zusammengestellten Testergebnisse sei 
hier noch Abb. 1 vorweggenommen, mit den bei den verschiedenen Testen auf- 
getretenen Hemm- und Férderungszonentypen. Die jeweilige Signatur gibt an, wie 
der betreffende Zonentyp in der Auswertungstabelle eingetragen ist. 


- Da im zeitlichen Verlauf die einzelnen Zonentypen ineinander iiber- 
gehen, wurde zwischen fortschreitender und riickschreitender 
Entwicklung unterschieden. Fortschreitende Entwicklung bedeutet 
eine Zunahme der Hemmung bei lingerer Einwirkungsdauer, so z. B. der 
Ubergang: d-Zone — sd > s-Zone. Daraus ist ersichtlich, da die Hemm- 
stoffproduktion anhiilt, bzw. gesteigert wird, der Teststamm also keinen 
nennenswerten KinfluB auf den Antagonisten ausiibt. — Bei der riick- 
schreitenden Entwicklung verschwindet dagegen eine zunichst vor- 
handene Hemmzone teilweise oder vollstiindig, was auf eine Einstellung 
der Hemmstoffproduktion, also auf eine Gegenwirkung des Teststammes, 
zuriickzufiihren ist, z. B. der Ubergang der s-Zone —> sd > d — O. Hier 
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wirkte also der in geringer Menge gebildete Hemmstoff nur bakterio- 
statisch, und nach Erreichen einer niedrigeren Konzentrationsschwelle 
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Aha iibrige Hemmung (s) in den oben angegebenen Graden. Diese Kennzeichnung ist in 
den dogenden Abbildungen beibehalten. dd = Hemmzone nur noch ganz schwach sichtbar. Kreis. 
= Wallbildung. Innerer schwarzer Kreis = Loch mit Antibiotikum. 
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tritt Wachstum der anfinglich gehemmten Keime ein, das mitunter so- — 
gar in eine Férderung tibergeht. 

Selbst innerhalb eines Zonentyps kann man hiiufig beide Entwick- 
lungen unterscheiden. So kann z. B. bei dem s + sd-Typ die sd-Zone sich 
an die zuniichst (nach 12 Std) vorhandene s-Zone nach aufen hin an- 
schlieBen (fortschreitend), oder aber sich nach innen vorlagern (riick- 
schreitend). Wahrend nun im ersteren Falle die Hemmstoffproduktion 
anhalt, der Testorganismus also auch weiterhin gehemmt wird, beginnen 
im letzteren Falle die zunichst bakteriostatisch beeinfluBten Organismen 
nach einem Abklingen der zur Hemmung erforderlichen Konzentration 
auszukeimen. 

Auch die Wallbildung spricht in vielen Fallen — auf Ausnahmen wird 
noch eingegangen werden — fiir ein Aussetzen der Hemmstoffproduktion, 
wie die Ergebnisse bei der Gegeniiberstellung Pilze — Bakterien im 
Filtrattest (siehe S. 217) zeigen. Hierbei wirken einige Hemmstoffe beim 
Erreichen einer bestimmten Konzentrationsschwelle stimulierend auf den 
Testorganismus. Spater wird noch zu sagen sein, da dabei auch das 
physiologische Alter des Testbakteriums in diesem Zonenbereich eine 
entscheidende Rolle spielt. Aber auch von den Organismen ausgeschie- 
dene Wuchsstoffe k6nnen solche Wall-Zonen hervorrufen und _ nicht 
selten kGnnen Wuchsstoff und Hemmstoff nebeneinander vorliegen. 

Oft schlieBt sich an eine Wallzone noch eine weitere Hemmzone an, die 
auf das Vorhandensein von 2 verschiedenen Stoffen oder auf eine sich 
periodisch andernde Hemmstoffproduktion zuriickzufiihren ist. In 
letzterem Falle kommt es haufig zur Bildung eines Doppelwalles. Dieser 
1a8t sich auch experimentell erzeugen, wenn man nach Ausbildung der 
zunichst vorhandenen s+Wall-Zone in das Stanzloch, bzw. den Test- 
zylinder erneut eine gréBere Hemmstoffmenge (héhere Konzentration) 
einfiillt (siehe dazu Abb. 15). 

Innerhalb der Wallzone kénnen die Organismen, je nach der erfolgen- 
den Hemmstoffproduktion, anschliefSend gehemmt werden oder unbeein- 
fluBt bleiben, was mit der 8. 226 ff. beschriebenen Methode entschieden 
werden kann. Ob die Férderungszonen durch einen Wuchsstoff, oder 
durch niedrige Konzentration eines Hemmstoffes hervorgerufen werden, 
kénnen die 8. 232 ff. beschriebenen Methoden entscheiden. 

Das ,,Negativ‘‘ der Doppelwallzone bildet der f+sd—Wall-Typ. Hierbei 
handelt es sich um eine zuniichst schwache Hemmstoffproduktion, die 
sich langsam steigert, dann aber abklingt. Der Hemmstoff in niederer 
Konzentration wirkt dabei stimulierend. 


1. Die gegenseitige Beeinflussung der Bakterien. 
Die Gegeniiberstellung der Bakterien erfolgte lediglich im Vitaltest, da beim 
sterilen Filtrieren der Kulturlésung durch Membranfilter die Hemmstoffe gréBten- 
teils zuriickgehalten wurden. Von den 23 Bakterienstammen spielte jeder die Rolle 
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eines Teststammes und eines Antagonisten. Insgesamt wurden so 529 Kombi- 
nationen durchgeftihrt und dabei in 164 Fallen, das sind 31%, eine Beeinflussung 
festgestellt. Die Testergebnisse sind in der nachfolgenden Abb.2a und 2b zu- 
sammengestellt, sie stellen Mittelwerte aus 5 Versuchsserien dar; ihre Ablesung 
wurde nach 12, 24 und 72 Std vorgenommen; doch ist nur der erste und letzte 
Wert aufgefiihrt. 

Einige Beispiele seien herausgegriffen: An! 1 hemmt nach 12 Std den 
Te1 2 mit 3 s (3 = Radius der Zone, s = Zonentyp); nach 24 Std ist die 
Hemmung schwicher geworden und nur noch 3 sd. Der Radius der Zone 
ist unverandert geblieben, lediglich der Zonentyp hat gewechselt, denn 
innerhalb der Hemmzone haben sich nun kleine Kolonien des Test- 
stammes entwickelt. Die Keime von Te 2 sind also von An 1 nicht ab- 
getotet worden, sondern wurden nur voriibergehend gehemmt (bakterio- 
statische Wirkung). Man kann annehmen, da unter dem Einflu8 von 
Te 2 die Hemmstoffproduktion des An 1 aussetzt. Die beschriebene Typen- 
folge stellt eine riickschreitende Entwicklung dar. 

Hine fortschreitende Entwicklung zeigt dieGegeniiberstellung An1/Te15, 
wo sich aus der zunachst ausgebildeten 1 s-Zone nach weiteren 12 Std 
eine 1s 1 sd-Zone entwickelt hat. Hier ruft der von An 1 ausgeschiedene 
Stoff eine teilweise Bakteriolyse hervor. Diese braucht aber — wie aus 
den Untersuchungen von Topp hervorgeht — keineswegs durch den 
Hemmstoff verursacht zu werden, sondern ist oft eine Sekundarer- 
scheinung. Die Autolysine werden von den Testkeimen selbst gebildet, 
gegen die sie im lebenden Zustand resistent sind. Werden sie aber durch 
irgendeinen Hemmstoff abgetétet (baktericide Wirkung ist also Voraus- 
setzung), so tritt Bakteriolyse ein. Stamme, die keine Autolysine bilden, 
unterliegen. in diesem Falle auch nicht der Autolyse. 

Als Beispiel fiir das, gegébenenfalls zu verschiedenen Zeiten, erfolgende 
Verschwinden einer Férder- oder Hemmzone (Abb. 2b, mit 1 oder 2 
Punkten markierte Vierecke, verglichen mit Abb. 2a) sei auf die Gegen- 
iiberstellung An 4/Te 5 verwiesen: 1sd-»+O—O (12, 24 und 72 Std). 
Bemerkenswert ist weiterhin, daB das Wachstum von Te 9 in Gegenwart 
von 4 verschiedenen A-Staémmen (3, 13, 18 und 20) gefordert wird. 

Es wurde zunachst die Moglichkeit gepriift, ob eine von Daays bei Hefen ge- 
machte Beobachtung, nach der Proteasen Biosstoffe aktivieren kénnen, mit zur 
Erklarung der Férderungszonenbildung herangezogen werden kann. In diesem Falle 
mite der Stamm T 9, der keine Proteasen ausscheidet, auch nicht in der Lage sein, 
die im Hefe-Agar vorkommenden Biosstoffe zu aktivieren. Es kann daher nur so 
sein, daB die Proteasen ausscheidenden Stamme An 3, 13, 18 und 20, die Bios- 
aktivierung bei der Gegeniiberstellung mit Te 9 iibernehmen. Hierbei muB also — wie 
es auch tatsachlich der Fall ist — im Bereich der ausgeschiedenen Proteasen gegen- 
iiber der fermentfreien Zone eine Foérderung des Teststammes eintreten. Diese 


Férderungszonen traten besonders deutlich bei Verwendung von Hefeagar hervor 
und waren bei Bouillonagar nur schwach angedeutet. In dem Hefeautolysat, das zur 


1 An = Antagonist; Te = Teststamm. 
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Herstellung des Hefe-Agars diente, konnte mit der von Days angegebenen 
Methode (vgl. RuGE) ein geringer Gehalt an Biosstoffen nachgewiesen werden. Ks ist 
jedoch zu bemerken, daf eine Reihe von Stimmen, die ebenfalls Proteasen aus- 
scheiden, keinerlei Férderung hervorrufen. Hier mu8 man annehmen, da8 diese 
Fermente auf irgendeine Weise vorher inaktiviert werden. 


Bakterien — Antagonist 
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Abb. 2a. Die gegenseitige Beeinflussung der Bakterien nach 12stiindiger Beeinflussung. O = 

Hemmung oder Férderung zu spiterem Zeitpunkt, Ubrige Zahlen = Radius der Hemmzone in mm, 

gemessen vom Rande der Antagonistenkolonie bzw. des Testzylinders oder des Stanzloches bis zur 

Grenze dieser Zone, Kreis = Wallbildung. In den spiiteren Abbildungen haben die Zahlen die gleiche 

Bedeutung. Im iibrigen gilt die gleiche Signatur wie inAbb.1. Die Teststiimme sind yon oben nach 
unten, die Antagonisten von links nach rechts eingetragen. 


Als weitere Méglichkeit zur Bildung solcher Férderungszonen kommt 
hinzu, dafs auch gewisse Hemmstoffe in niederer Konzentration fordernd 
wirken kénnen. Wie an anderer Stelle beschriebene Versuche zeigen, 
miissen dazu noch gewisse Voraussetzungen erfiillt sein. 


Ks sei noch die Gegeniiberstellung des Stammes Te 10 mit den An-Stammen 7, 15 
und 19 angefiihrt. Der ausgeschiedene Stoff wirkt hier zunichst férdernd, dann 
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hemmend. Es muB also der Hemmstoft anfangs in so niederer Konzentration vor- 
liegen, da8 er nicht in der Lage ist, den Testkeim zu hemmen, sondern ihn stimuliert. 
Zu spaiterem Zeitpunkt tétet dann eine vermehrte Hemmstoffproduktion die um- 
liegenden Bakterienkolonien des Teststammes. Diese Wirkung wird aber nur bei 
Autolyse der Bakterien sichtbar. Spater wird jedoch noch gezeigt werden (S. 226 ff.), 
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Abb. 2b. Wie Abb. 2a, aber nach 72stiindiger Beeinflussung. Viereck mit 1 Punkt = Ausléschen der 


la Hemmzone bereits nach 24 Std, mit 2 Punkten = Ausléschen nach 72 Std. 


daB man mit einer einfachen Methode auch bei fehlender Autolyse Hemmzonen 
nachweisen kann. Aber selbst diese Methode reicht noch nicht aus, um zu entscheiden, 
ob es sich in dem vorliegenden Falle um einen besonderen, fordernden, 8 toff handelt, 
oder nur um den Hemmstoff in niederer Konzentration. Auch wenn eine weitere an 
die Forderungszone anschlieBende Hemmzone mit keiner Methode nachweisbar ist, 
kann man dennoch annehmen, da es der Hemmstoff war, der zunichst stimulierend 
wirkte und dessen Produktion — noch vor Erreichen der zur Hemmung not- 
wendigen Konzentration — durch Gegenwirkung des Teststammes aussetzte. Die 
in der Férderungszone vorliegenden Keime kénnen bet erhéhter _Hemmstoff- 
produktion entweder lebend bleiben oder abgetétet werden. Naheres hiertiber S.226f. 
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Aus Abb. 2a und 2b la&t sich auch die Resistenz bzw. Aktivitat der 
einzelnen Bakterien ablesen. So hemmen die Stimme 8 und 22 nur je 
1 Bakterienstamm (10 bzw. 9), die ihrerseits selbst wenig aktiv sind. Der 
aktivste Organismus ist Stamm 16, der 20 verschiedene Bakterien an- 
greift. Am wenigsten resistent ist Stamm 22, der von 15 Stammen ge- 
schidigt wird. Die gramnegativen Stimme 1—6 sind mit Ausnahme von 
1 und 5 nicht sehr aktiv, zeichnen sich aber durch eine grobe Resistenz 
aus. Weiterhin fallt der Stamm 1 
auf, der durch kein anderes Bak- 
terium gehemmt wird, wahrend 
der aktivste Stamm 16 immerhin 
von 6 anderen Organismen unter- 
driickt wird. Keiner der gram- 
negativen Staémme wird von mehr 
als 6 anderen Bakterien gehemmt. 


2. Die gegenseitige Beeinflussung 
der Pilze. 


Uber die gegenseitige Beeinflussung 
von Pilzen liegen zahlreiche Einzel- 
arbeiten vor, auf die jedoch nicht 
naher eingegangen werden kann (siehe 
die Zusammenstellung bei WAkSMAN 


Abb. 3. Testplatte mit gegenseitiger Beeinflussung Tate i hen bain 
von Pilzen. In der Mitte Pilzstamm O, darum Undweitere Angaben beiNTETHAMMER). 


im Uhrzeigersinn, von oben beginnend, Stamm F, Die erste groBere Untersuchung auf 


N, Gund D.F, Nund G werden zu einem spiteren diesem Gebiet von HARDER, aus dem 
Zeitpunkt von O tiberwachsen. Beginn des Wachs- 


tums von O erst am 5. Tage, vom 2. bis 4. Tage kein Jahre 1911, befaBt sich mit der gegen- 

Wachstum, Kolonie dann kreisrund, seitigen Beeinflussung einiger Asco- 

und Basidiomyceten in Mischkulturen. 

Wahrend Harper die zu tiberpriifenden Organismen auf festen Nahrbéden einander 

gegentiberstellte, untersuchte Lurz den Hinflu8 gebrauchter Naihrlésungen auf die 

Keimung und Entwicklung einiger Schimmelpilze. In der vorliegenden Arbeit 

wurden beide Methoden angewendet, da anzunehmen ist, daB am natiirlichen Stand- 

ort neben dem direkten Antagonismus auch eine gewisse ,,Fernwirkung® durch die 
im Bodenwasser zirkulierenden Stoffwechselprodukte der Pilze eine Rolle spielt. 


a) Das Verhalten in Mischkulturen. 


Zur Gewinnung des Testmaterials wurden die zu untersuchenden Pilze auf 14- 
Wiirze-Agar (2% Agar, eingestellt auf py 5,2) vorkultiviert; nach 2—3 Tagen 
wurden mit dem Korkbohrer Nr. 2 aus den Pilzkolonien kleine Testplittchen aus- 
gestanzt und diese in den verschiedensten Kombinationen auf sterile Wiirze-Agar- 
platten tibertragen. Der Abstand der einzelnen Testplattchen voneinander betrug 
je nach der Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Stiimme 1—3 em. Die ferti- 
gen Testplatten wurden 24 Std bei 30°C bebriitet und dann bei Zimmertempe- 
ratur aufgestellt. Hierzu Abb. 3. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Abb. 4 zusammengestellt, 
Ks wurde dabei unterschieden nach: einseitiger Hemmung; gegenseitiger 
Hemmung; Uberwachsung; Wirkungslosigkeit. 
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(F’) erreicht werden. Streut man Sporen 
(EH) auf Wiirzeagarplatten, die in der Mitte eine 
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Kine Férderung konnte nach dieser Methode nur bei dem Stamm E 


unter HinfluB eines Penicillium 


von Aspergillus niger 
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., die beistehende Zahl den Radius der Hemmzone. > < bedeutet: beide 
eine hier nichterwaihnte Anomalie in der Sporenbildung. 


Kolonien nihern sich, halten aber einen gewissen Abstand (Zahl in mm!) ein. Leere Felder: Die 
den anderen, in der Pfeilrichtung, z. B. A > M: A iiberwichst M. Die Kreuze bei Stamm E bedeuten 


Abb. 4. Die gegenseitige Beeinflussung der Pilze. Oben die Testiibersicht, unten zugehorige Photos, 
Kolonien stoBen unmittelbar aneinander, keine Hemmung. Pfeil bedeutet: Der eine Pilz tiberwaichst 


Junge Kolonien unten bzw. links, 


deutet starker als.. 
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Kolonie des Stammes F tragen, so hat der erstere nach 2—3 Tagen die 
ganze Platte iiberzogen und sich besonders stark am Rande der Penic.- 


Kolonie entwickelt. 


kultiviert auf Kulturfiltrat von Stamm 
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Abb. 5a, Wachstum der Pilze auf fremdem Kulturfiltrat (CZAPEK-THOM-Nihrlésung). Zahlen = 

Mycelgewicht in mg. Erste senkrechte und erste waagerechte Reihe (Fettdruck) = Normalkultur auf 

CZAPEK-THOM-Niihrlésung. Stark umrahmte Diagonale = Wachstum des jeweiligen Stammes auf sei- 

nem eigenen Kulturfiltrat. WeiBe Felder: Férderung, schrig schraffierte = Hemmung des Pilz- 
wachstums, 


b. Die Beeinflussung der Pilze durch Pilzfiltrat. 


Auf CzaprK-Tuom-Nihrlésung wurden die verschiedenen Pilze in 200 em? ERLEN- 
MEYER-Kolben mit 50 em? Fiillung 7 Tage bei 25°C vorkultiviert, anschlieBend 
die Kulturlésung von den Pilzdecken getrennt und durch ein Membranfilter Nr. 15 
steril filtriert. Dem sterilen Filtrat wurden erneut die in einer frischen Nahrlésung 
enthaltenen Nahrstoffe zugesetzt, um Nahrstoffmangel auszuschalten. Die zu- 
gesetzte Salzmenge wurde auf folgende Weise sterilisiert: Bei den Vorkulturen 
betrug der Wasserverlust in 7 Tagen 10 cm? fiir jeden 50 cm* Nahrlésung enthalten- 
den 200 cm*-Kolben, also 1/; des Ausgangsvolumens. Fiir eine Versuchsserie von 
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16 Kolben bedeutet das einen Gesamtverlust von 160 cm3. Diese Wassermenge und 
die zugefiigten Nahrsalze wurden in einem Kolben sterilisiert und danach mit dem 
sterilen Filtrat vereinigt. Die so mit neuen Nahrsalzen aufgefiillte Kulturlésung 
wurde mit einer Rekordspritze in Portionen zu je 20 cm’ auf 16 ERLENMEYER 


kultiviert auf Kulturfiltrat von Stamm 


aa caEnEAEACS IE 
wk [ate 24 | 74 [| se || 170 | 0 [os |o5 [304 104278208] 0 | 
Sen Geo oases 
ooo sngogncooo0 
8 fara] 96 | ass | 119 ON 767 \\ 246 YY a \EE 209 | 99 | 
614 580 [0 492 310 [20K 642 \\ 646 795 see 
on i i vo 
eel = a 
170 | 663 | 336 492 NOR 356 | 208 305) 802) 534] 489 | 320 VN 201 | 314 | 461 
f= fe = aap = 
30 .  .caa SG 
dE CE VE CAAA 
28 |S | 10 [RQ sat [es | er [zr |B soe [ous ase | @/ (200 230587 
[1 [sn [1 [oe [arf ao ae TA 2 [4 
NX y 


\\ 
a 


= 
Y, 
AZ) 


BEE 


47 


Beg 
GH 


352 


EE 
: 
I, 


i 


160 


Y 
7, 


ae 


Pilzstamme 
a 


ey 2 |= hel aie a ote ale Pale 


LA 
Y, 
AL 


— 
+ 


w co wo + © 2 
& Slee) elasa 
G 


YL 


a 


J 
w 
- 


617 | 493 | 528 N 
WN \\Y NNN NEON GS NAN WY ONSEN 
a4 BR 315 LBA ate U2N BA 42r [RI 530 ROL NOE 


iss) 

“N 

wo 
on 
© 
Ux) 2 | 2 
ae 


[|] || eee) ea eel 
fel Lol falatlel [s/o fol fs 


Abb. 5b. Wie Abb. 5a, aber 4%-Wiirze-Nahrlésung. 
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(100 cm? Inhalt) verteilt und jeder der Kolben mit einem der 16 Pilzstamme eben- 
falls mit Stanzplattchen aus einer 3—5 Tage alten Pilzkolonie beimpft. Auf diese 
Weise erhielt jeder Kolben eine annahernd gleiche Kinsaatmenge. Bei den starken 
Mycelbildnern wurden stets 2 Stanzplattchen tibergeimpft und diese vorsichtig an 
der Innenwand des Kolbens angedriickt, so da8 sie teilweise in die Fliissigkeit ein- 
tauchten. Dies erwies sich besonders bei den Stémmen A und O als erforderlich, da 
im Falle des Untertauchens eines Testplattchens die Entwicklung bedeutend lang- 
samer erfolgte oder sogar ganz ausblieb. Nach 7tagiger Kulturdauer bei 25° C 
wurde die gebildete Menge Trockensubstanz bestimmt. 


Abb. 5a zeigt das Ergebnis. Die waagerechten Reihen zeigen uns das 
Verhalten eines Stammes auf 16 verschiedenen Kulturfiltraten mit Hem- 
mung oder Férderung. An der diagonalen Reihe erkennt man, dab es 


212 Karu Hetnz WALLHAUSSER: 


auch hier Stimme gibt, die durch ihr eigenes Kultur-Filtrat ganz wesent- 
lich gefordert werden (z. B. Stamm K und Q), wahrend andere nur eine 


geringe Zunahme an Trockengewicht zeigen und der restliche Teil mehr | 


oder weniger stark gehemmt wird (am stiirksten die Stamme F und I). 

Hinsichtlich der Beeinflussung der 16 verschiedenen Pilzstémme durch 
jeweils ein Kulturfiltrat (senkrechte Reihen) fallen besonders die Stamme 
F, I und N auf, die man wohl als ausgesprochene Hemmstoffbildner 
bezeichnen kann, da bei ihnen in allen Fallen eine Hemmung eintritt- 
Die Stimme B, K und Q rufen dagegen bei nahezu allen Gegeniiber- 
stellungen starke Férderungen hervor. Auch das Filtrat von Stamm M 
fordert in zahlreichen Fallen. Eine zweideutige Rolle spielt das Filtrat 
von Stamm O, das in 12 Fallen hemmend, in 4 Fallen fordernd wirkt, 
ebenso das von D, welches 11mal hemmt und 5mal foérdert, waihrend 
Stamm P von 13 Filtraten gehemmt wird und sein eigenes Filtrat 
15 Pilzstémme schadigt. 

Auch die Zusammensetzung der Kulturlésung ist von wesentlicher 
Bedeutung fiir die Beeinflussung der Organismen. 


An Stelle der CzapeK-THom-Lésung wurde hier Wiirze (auf die Halfte mit Aqua 
dest. verdiinnt) verwendet; Vorkultur in der gleichen Weise wie auf S. 210. Nach 
7 Tagen wurde die vom Mycel befreite Nahrlésung im Vakuum auf 4/,, ihres Aus- 
gangsvolumens eingeengt, anschlieBend mit frischer %-Wiirzelésung auf das Aus- 
gangsvolumen gebracht, dann steril filtriert (durch Membranfilter Nr. 15) und 
beimpft. Nach 7 tagiger Kulturdauer wurde auch diese Versuchsreihe durch Trocken- 
gewichtsbestimmungen ausgewertet ; die Ergebnisse sind in Abb. 5b zusammengestellt. 


Ein Vergleich mit Abb. 5a zeigt, da das Wachstum auf %-Wiirze, wohl 
infolge ihres Wirkstoffgehaltes, allgemein besser ist als auf dem synthe- 
tischen Nahrboden. Die Schidigung der Pilze durch die verschiedenen 
Kulturfiltrate ist lingst nicht so stark wie in den gleichen Fallen bei der 
Verwendung von CzaprK-THom-Nahrlésung. Zur Erklarung mu8 man 
eine teilweise Kompensation des Hemmstoffes durch die vorhandenen 
Wirkstoffe annehmen. Als Beispiel sei Stamm I angefiihrt (Tab. 1): 


Tabelle 1. Hemmung und Férderung von Stamm I bei verschiedenen Néhrbéden. 
ee 


Zahl der Fille mit: 


Nihrboden: totaler schwachem | __.. 
Hemmung | Wachstum | Forderung 

CzAPEK-THOM 13 | 3 

\,-Wiirze 5 | 9 2 


Das gleiche gilt fiir den Stamm N. Auch in Fiillen von schwachem Wachs- 
tum ist das Myceltrockengewicht bei %4-Wiirze erheblich héher als bei 
CzAPEK-THOM-Nihrlésung. 

Im grofen und ganzen zeichnen sich auch bei ¥,-Wiirze die Stimme 
D, F, G, I, M, N und O als besonders aktiv aus (senkrechte Reihen in 
Abb. 6). Die Stimme A, E, besonders stark aber F, H und P, sind in 


Die antibiotischen Beziehungen einer natiirlichen Mikroflora. 213 


ihrer Aktivitaét gegeniiber Abb. 5a zuriickgegangen. Wahrend z. B. Fil- 
trat P vorher in 15 Fallen hemmte, tritt eine Schadigung — und selbst 
die verhaltnismaBig schwach — jetzt nur noch bei 4 Stammen ‘He EROS 
und OQ) ein. 

Diese Abweichung kann 2 Ursachen haben: 1. Wie bereits oben erwahnt, eine 
teilweise Neutralisation des Hemmstoffes durch vorhandene Wirkstoffe. 2. Eine 
partielle Zerstorung des Hemmstoffes beim Einengen. Zwar wurde die Hinengung im 
Vakuum bei 40° C vorgenommen. Aber nach den Angaben auf S. 217 erfolgt eine 
Schadigung der Hemmstoffe bei dieser Temperatur nicht. Trotzdem mu8 man aber 
damit rechnen, da8 durch das langere Erhitzen, auch bei niederer Temperatur, ein 
Abfall in der Aktivitat eintreten kann. 

Auffallend ist weiterhin, daB Stamm G, der auf synthetischem Nihr- 
boden nur in 4 Fallen hemmt, es hier auf 11 Falle bringt, vermutlich 
wegen des Fehlens von fiir die Hemmstoffbildung notwendigen Stoffen, 
die auch in den verbrauchten N&hrlésungen nur teilweise vorhanden sein 
werden, wahrend die 14-Wiirzelésung diese Stoffe von vornherein in 
gentigender Menge zur Verfiigung hat. Das gleiche gilt fiir den Stamm M, 
bei dem die Zahl der Hemmungen von 4 auf 9 ansteigt. Bedeutend 
kraftiger als auf dem synthetischen Nahrboden ist auch das Wachstum 
der Stémme A (waagerechte Reihe) und E. 

Bei der gleichen Versuchsanordnung fallt auf, daB auch das zeitliche 
Hintreten der Sporenbildung gefordert oder gehemmt wird. So tritt bei 
der Kultivierung von Stamm N auf den Filtraten von B, C und Q bereits 
nach 3 Tagen eine Griinfarbung der gesamten Pilzdecke ein (Sporen- 


bildung). 


3. Die Beeinflussung der Bakterien durch Pilze. 


Die Beeinflussung der Bakterien durch Pilze wird in der Literatur weit 
mehr beriicksichtigt, als die von Bakterien durch Bakterien und von 
Pilzen durch Pilze, offenbar weil unter den Pilzen eine stattliche Zahl 
gefunden wurde, die eine Reihe von bedeutenden Antibiotika mit aus- 
gezeichneten Wirkungen gegen die verschiedensten Bakterien liefern. 
Eine Ubersicht iiber die in der Literatur beschriebenen Gegentiber- 
stellungen finden wir bei HERRELL-ScHULZE, ebenso bei WAKSMAN, 
sowie einzelne Hinweise in der gesamten Penicillin-Literatur. 


a) Das Verhalten in Mischkulturen. 


Hierzu wurden Testplatten nach den auf 8. 202 gemachten Angaben hergestellt. 
Getestet wurde mit Mycelscheibchen, die aus der Myceldecke einer 3—5 Tage alten 
Fliissigkeitskultur (14-Wiirze) mit dem Korkbohrer Nr. 2 ausgestanzt wurden ; 
gegeniiber den Stanzplattchen aus einer Wiirzeagar-Kultur haben sie den Vorteil, 
da8 eine Aufspeicherung des bereits vorher gebildeten Hemmstoffes im Agar weg- 
fallt, die oft Hemmzonen hervorrufen kann, wo nach der hier angewendeten 
Methode Férderungen auftreten. Das schlieBt aber keineswegs aus, da8 in den 
benutzten Mycelstiickchen nicht doch noch geringe Hemmstoffmengen gespeichert 
sind. Zur Herstellung der Testplatten wurde zunachst Bouillonagar, spater, aus 
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Griinden der Materialersparnis, Hefe-Pepton-Agar (auf 1000 cm* Hefeautolysat 5 ge 
Pepton Merck, 5g NaCl, 15 g Agar, px 7) benutzt. Zum Test wurden die Mycel- 
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Abb. 6a. Die Beeinflussung der 
flussung. Zeichen wie in Abb, 1 be 
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n durch Pilze in Mischkultur. Nach 12stiindiger Beein- 
ae 2b. Die Zacken am Kreis bedeuten: Anzahl der Zacken 


= « Wallbre site in mm, 


scheibchen auf Testplatten gesetzt und anschlieBend bei 30° C bebriitet. Das Pilz- 
wachstum ging auf beiden Nahrbéden nur langsam vonstatten. Die Ergebnisse 
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— Mittelwerte aus 4 Testreihen — sind in den nachfolgenden Abb. 6a und 6b nach 
den gleichen Gesichtspunkten wie auf S. 206 zusammengestellt; waagerechte 
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Abb. 6b. Wie Abb. 6a, aber nach 72stiindiger Beeinflussung. 
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Reihen: Beeinflussung eines Bakterienstammes durch die 16 verschiedenen Pilz- 
stamme;senkrechte Spalten: Wirkung eines Pilzstammes auf jeden der 23 Bakterien- 
stamme. 
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Ein Vergleich mit Abb. 2a und 2b zeigt, da eine Forderung des 
Bakterienwachstums durch Pilze viel haufiger erfolgt, als das unter dem 
Einflu8 der Bakterien der Fall war. Man kénnte dies zunichst auf die oft 
von Pilzen ausgeschiedenen Wirkstoffe zuriickfiihren (vgl. die Angaben bei 
JANKE u. Sorgo, bei Frres sowie NIETHAMMER). Es muB aber, wie be- 
reits friiher erwaihnt, durchaus nicht immer ein Wirkstoff die Bildung von 
Forderungszonen verursachen. So fanden CURRAN und Evans, dafs sowohl 
Penicillin als auch Streptomycin in 
niederer Konzentration das Wachs- 
tum von Bakterien fordern kann. In 
der vorliegenden Abb.6 stoBen wir auf 
die gleichen Erscheinungen: So wird 
Stamm 2 von dem Pilz H zunachst 
gehemmt (2 sd), nach 24 Std ist die 
Hemmzone nur noch ganz schwach 
erkennbar (2 dd) und nach 72 Std liegt 
eine Forderungszone vor (4 f). Die 
Hemmstoffwirkung klingt also lang- 
sam ab und schlagt schlieBlich um. 
Dafiir ist aber keineswegs die niedere 


Abb.7. Beeinflussung desBakterienstamms 15 
durch die Pilzstimme I, 0,C,L,N und Q Hemmstoffkonzentration allein ver- 


(von oben Mitte im Sinne des Uhrzeigers). A s 
antwortlich, sondern auch der physio- 


logische Zustand der Bakterien, wie spitere Versuche noch zeigen werden. 
Beachtenswert ist weiterhin, da einige Bakterienstimme in mehreren 
Fallen gefordert werden (15, 19, 20 und 23), wihrend andererseits haupt- 
sichlich die Pilzstimme A, B, C und M solche Férderungen auslésen. 
Eine Hemmung findet hier selten — und selbst dann nur schwach — statt. 

Ebenso wie bei der Gegeniiberstellung der Bakterien (S. 204 ff.) fallt auf, 
daB nach Ablauf von 72 Std die Zahl der Fille mit Wallbildung viel 
groBer ist, als zu einem friiheren Zeitpunkt. Wir kénnen weiterhin 
beobachten, daB mit zunehmender Versuchsdauer ein Teil der anfianglich 
vorhandenen Zonen verschwindet (die Felder mit 2 Punkten). So ver- 
schwindet bei 16/D die nach 12 Std sichtbare 3 s 4 sd-Zone. Es kann sich 
dabei nur um eine bakteriostatische Wirkung gehandelt haben, die bei der 
Erschépfung des sie auslésenden Stoffes oder durch die nachfolgende 
Ausscheidung eines férdernden Stoffes aufgehoben wird. Anders bei 
16/B, wo eine urspriingliche Férderungszone ausfillt. Dies kann nur auf 
eine vermehrte Hemmstoffbildung zuriickgefiihrt werden. In weiteren 
Fallen fehlt eine nach 12 Std dagewesene Hemmzone nach 24 Std und an 
der gleichen Stelle tritt nach 72 Std eine Férderung auf, z. B. bei der 
Gegentiberstellung 9/0:2sd+O-—-+2f. Abb.7 zeigt die durch die 
jeweilige EKinwirkung von 6 verschiedenen Pilzstimmen auf den Bak- 
terienstamm 15 hervorgerufenen Zonentypen. 
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b) Die Beeinflussung der Bakterien durch Pilzfiltrate. 


Hierbei bedienten wir uns der von FLEMING eingefiihrten Lochtestmethode. 
Getestet wurde grundsatzlich nur mit 0,02 em? Filtrat, das ist en Tropfen aus einer 
2 cm® Rekordspritze (mit aufgesetzter Kaniile). Fiir die vorliegende Versuchsreihe 
wurde Filtrat einer 14-Wiirzekultur verwendet, um die Bedingungen denen der 
Mischkulturen anzugleichen. 


Tab. 2 zeigt einige Angaben iiber die Stabilitaét der Pilzhemmstoffe 
unter verschiedenen Bedingungen. Alle Hemmstoffe vertragen also eine 
Erhitzung auf 40°C, wihrend dem Autoklavieren nur 2 unverandert 
standhalten. 4 weitere fallen in ihrer Aktivitat ab und 4 verlieren sie 
schlieBlich ganz. Beim Neutralisieren mit n-NaOH verlieren die Stamme 
E, P ihre Aktivitaéit ganz, und D, H, I, K, O fallen teilweise ab. Un- 
beeinfluBt bleiben die Hemmstoffe von F, N und Q. 


Tabelle 2. Stabilitat der Pilzhemmstoffe. 


Kulturfiltrat der Pilzstéimme 


Veranderung 

des Filtrates p| ¥| 6 Be Pela by 

norm. Filtr. |— | —|—/5s)|28s| 2s |—|1s)|6s|5s|—|—] 8s. 2f|3s|2d)1s 
pao7 ... |—/—/—]/5dj 0 |2s|—J|2d/2s|6d|—|—J] 8s 2fj|1s| 0 |1s 
LOST See | 1" ea ania sel Sue By) OS et 8 ldjldils 
¥20°.. .). |} =| —|— 138128] 0 |—| 2d) 2s)-0..—|—| 8s 28/010 


Teststamm: Bac. mycoides (22). 


Die im Lochtest erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 8 zusammen- 
gestellt. Ein Vergleich mit den bei den Mischkulturen (Abb. 6) erhaltenen 
Werten zeigt, daB bei dem Filtrattest stirker gehemmt wird, offenbar 
weil in den Flissigkeitskulturen der Hemmstoff teilweise angereichert 
ist, beim Test mit einer gewissen Fliissigkeitsmenge also auch eine ge- 
wisse Hemmstoffmenge vorliegt. Anders bei den Mischkulturen: hier 
kann unter dem Hinflu8 der Bakterien die Hemmstoffproduktion einfach 
aufhoren. In den senkrechten Spalten der Abb. 8 fallt auf: Die Stamme 
I und N hemmen jetzt alle Bakterien, wihrend in Mischkulturen von I 
4 und von N sogar 14 Bakterienstimme nicht angegriffen wurden. Die 
betreffenden Bakterien koénnen also die gleich anfainglich vorhandenen 
groBeren Hemmstoffmengen nicht vertragen, wohl aber mit den Pilzen 
konkurrieren, wenn diese — wie es in Mischkulturen der Fall ist — den 
Hemmstoff erst noch bilden miissen. Weitere starke Hemmungen ver- 
ursachen die Filtrate von D, E, F, G, H, K, P und O. Auffallig ist eine 
bedeutende Zunahme der Aktivitaét bei I, G und vor allem bei K. Auch 
dies ist wohl auf eine Hemmstoffanreicherung im Filtrat zuriickzufiihren 
oder auf die fehlenden Einfliisse der Bakterien (im Vergleich zu den 


Mischkulturen). 
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Wie weiter aus Abb. 8 hervorgeht, hat die Zahl der Férderungen 
beachtlich nachgelassen und ist nur noch — hier jedoch ziemlich aus-— 
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Abb, 8a. Die Beeinflussung der Bakterien durch steriles Kulturfiltrat der Pilze nach 12 stiindiger 
inwirkung. Zeichen wie in Abb. 6a. 


gepragt — unter dem Kinflu8 des Filtrates von Stamm A (Mucor 
racemosus) vorhanden. Man kénnte annehmen, da in den Fallen, in 
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denen jetzt eine Hemmung vorliegt, gegeniiber einer Férderung in 
Mischkulturen diese auf die Wirkung des Hemmstoffes in niederer 
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Abb. 8b. Wie Abb. 8a, jedoch nach 72stiindiger Beeinflussung. 


Konzentration zuriickzufiihren sei. Das laBt sich aber hier nicht ent- 
scheiden, da als weitere Méglichkeit hinzukommt, dafS neben dem 
Hemmstoff auch noch ein fordernder Stoff vorliegen kann, dessen 


16* 
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Wirkung im Falle einer verstarkten Hemmstoffproduktion aufgehoben 
wird. Uber einen Entscheid in dieser Frage wird auf 8. 232 ff. berichtet 
werden. Anders ist es in den Fallen, wo kein Hemmstoff gebildet wird, 
eine in der Mischkultur vorhandene Férderung aber ebenfalls im Filtrat- 
test fehlt. Hier mu8 man annehmen, da8 die fordernden Stoffe entweder 
in so hoher Konzentration! vorliegen, daB sie hemmend wirken, oder daB_ 
sie durch andere, gleichzeitig auftretende Stoffwechselprodukte neutra- 
lisiert oder zerstért werden. Nach JANKE und SoreGo ist ein Teil der 
von Pilzen gebildeten Wuchsstoffe besonders empfindlich gegen oxyda- 
tive Einfliisse (siehe hierzu die nachfolgende Arbeit). 


Sehr auffallig ist weiterhin die starke Zunahme der Wallbildung (siehe 
Werte nach 72 Std) gegeniiber den Mischkulturen. Die Ursache ist wohl, 
daB bei dem Filtrat ein Nachschub von Hemmstoff fehlt und so die 
Konzentration des vorhandenen Hemmstoffes laufend abnimmt. An der 
Grenze der Hemmzone, bei geniigend niederer Konzentration und einem 
bestimmten physiologischen Alter der Bakterien, kommt es dann zur 
Wallbildung. Anders in Mischkulturen, wo der Pilz lebt und dauernd 
Hemmstoffe nachbildet, so daB die Konzentration auf einer gewissen 
Hohe gehalten wird und daher keine Wallbildung eintritt. 


Aus der Darstellung ist weiterhin ersichtlich, daB der Stamm 3 die 
groBte Resistenz besitzt, er ist unempfindlich gegen 11 Pilzstémme. Die 
Mehrzahl der Bakterienstimme ist gegen 5 bzw. 6 Pilzstéimme resistent. 
Auch die verschieden starke Empfindlichkeit der grampositiven und 
gramnegativen Bakterien ist gut ersichtlich, die gramnegativen Stémme 
1—6 sind bedeutend unempfindlicher. So werden die Stimme 1 und 
3—6 hinsichtlich ihrer Resistenz von keinem der positiven Vertreter 
iibertroffen. Lediglich mit Stamm 2 stehen die grampositiven Staémme 
10 und 11 auf gleicher Resistenzstufe. 


4. Die Beeinflussung der Pilze durch Bakterien. 


Um diese Gegeniiberstellung hat man sich bisher am wenigsten bemiiht, wahr- 
scheinlich, weil dieses Gebiet auBerhalb des Interessenbereiches der humanen 
Bakteriologie liegt oder doch héchstens fiir die Phytopathologie von Bedeutung ist. 
In der Literatur werden nur einige Beispiele genannt: So wirken nach Corpon und 
HAENSELER Bact, simplex gegen Rhizoctonia solani und Bact. vulgare nach KaTsER 
gegen Phytophtora. Weiterhin ist aus Untersuchungen von CHRISTENSEN und Davies 
der antagonistische EinfluB von Bac. mesentericus gegen Helminthosporium sativum 
bekannt, und nach Angaben von NakutmovsKasa hemmt Ps. fluorescens die Aus- 
keimung von verschiedenen Rostpilzen. Schon die Methodik bereitet hier Schwierig- 
keiten, denn die meisten Nahrbéden begiinstigen einen der Partner, sind aber in den 


* In diesem Zusammenhang sei eine Mitteilung von Just erwahnt, der nach- 
weisen konnte, daB p-Aminobenzoesidure, die normalerweise einen fiir die meisten 
Bakterien unentbehrlichen Wuchsstoff darstellt, in hoher Konzentration (1 :10000) 
das Bakterienwachs tum hemmt. 
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seltensten Fallen gleich giinstig fiir beide. Porrer setzte der Pilznahrlésung steriles 

Bakterienfiltrat zu, das er durch Autoklavieren oder steriles Filtrieren einer 

Bakterienkultur gewann. Zweifellos mu8 man hier annehmen, da8 die Bakterien- 

kultur sowohl durch das Erhitzen als auch durch das Filtrieren verandert wird, so 

= dadurch ein verfilschtes Bild entsteht. Der gleichen Methode bediente sich auch 
RIES. 


a) Das Verhalten in Mischkulturen. 


Zur Durchfiihrung der nachfolgenden Versuchsreihe wurden Misch- 
kulturen verwandt und vergleichsweise zu der Nahrlosung eine auto- 
klavierte Bakterienkultur zugesetzt. Eines der schwierigsten Probleme 
war die Auswahl der Nihrlésung, die sowohl fiir Pilze als auch fiir 
Bakterien geeignet sein muBte; durch geringfiigige Zusitze zu der 
CzAPEK-THom-Nihrlésung sollte eine Verwendung auch fiir Bakterien- 
kulturen méglich sein. 


Nach verschiedenen Kombinationen erwies sich folgende Zusammenstellung am 
giinstigsten: 


a) Nahrlésung fiir Pilze: b) Zusatz fiir Bakterien: 
CzarEK-THOM Ammoniumlactat 5 g 
Pu 7 


Bis auf wenige Ausnahmen wuchsen alle Bakterien auf diesem Nahrboden gut 
und auch die Pilze fast gleich gut oder doch nur wenig schwacher als auf der ur- 
spriinglichen Pilznahrlésung. 


Es wurden nun 3 verschiedene Versuchsreihen in 100 cm? ERLENMEYER-K6lb- 
chen mit je 20 cm Nahrlésung angesetzt, und zwar: Serie a: autoklavierte Bakterien- 
kultur, Pilznahrlésung, Pilzsporen eingeimpft; Serie b: Pilze und Bakterien 
gleichzeitig zugesetzt; Serie c: Bakterien 3 Tage Vorsprung, dann Pilzsporen 
eingeimpft. 


Aus Mangel an Kulturgefifen wurden nur 6 Bakterienstamme iiberpriift, je 
3 grampositive und 3 gramnegative. Beimpfung der Kulturansitze mit Bakterien 
durch 0,1 cm? einer 24 Std alten Kultur des betreffenden Stammes (vorkultiviert 
auf der gleichen — oben angegebenen — Nahrldsung), mit Pilzen durch Ubertragung 
von Stanzplattchen der jeweiligen Pilzkultur. Kultur bei 25°C im Brutzimmer. 
Auswertung der ersten 2 Serien nach 7 Tagen, der 3. (Serie c) nach 10 Tagen (hier 
3 Tage langer, da die Bakterien diesen Vorsprung hatten) durch Bestimmung des 
Myceltrockengewichtes. Bei den Bakterien wurde das Wachstum auf Grund der 
Triibung der Nahrlésung abgeschatzt (I—4), da ein Nephelometer nicht zur Ver- 
fiigung stand. Der Vitalitatsgrad der Bakterien wurde mit Tetrazoliumchlorid (TTC) 
iiberpriift (siehe hierzu S. 226 ff.) und die Starke der Rotfairbung mit einer Normal- 
kultur verglichen. Diese Bestimmung 148t sich genauer durchfiihren, wenn man die 
mit TTC gefarbte Bakterienkultur mit Amylalkohol iiberschichtet und ausschiittelt. 
Das rote Formazan lést sich in dem tiberstehenden Amylalkohol und kann colori- 
metrisch ermittelt werden. Vgl. hierzu auch die von Brexie u. Mitarb. angegebene 
Methode, ferner WALLHAUSSER (1951 b). 


SchlieBlich fand eine Bestimmung der Hemmwirkung einer jeden Kultur am 
Tage der Auswertung gegen Bac. mycoides im Lochtest statt. 
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Tabelle 3a. Beeinflussung von Pilzen durch Bakterien. 
PRR RIE eee eee be REI Bes th 


Bakterienstamm 
Pilzstamm 1 (2) 2 3 10 17 19 (3) 

Hye Ow Piao Pb| enh att bole ias Ab Seaham TE Se ae ee eee 
A 240 |252|) 0] 0/265/250| 0/285) 32) 0/262/358/261|304/246|331/185/242| 0 
0 2| 2 0| O 0| O 0| O 0| O 0; O 

B 34 0} O} O} 25) O} 0} 46) Oj O} 31) 38) 20) 31; 0; O| OF 7 O 
0 2) 2 0; O 0| O 0; O 0| O 2) 3 
Caetoy 22) 7| 0/132} 5] O]115| 5] 0/186) 81} 12} 83/208] 31/125) 23) 26 
0 2) 2 0; 0 0| O 0 0 0| O 0; 3 

D 287 |347|330} 0/360|288) 23/325) 0) 0/350/358/279|327|/325)/298|373|260| 254 
Il 9) 0 9, O 0| O LP) | 6 6| 6 
E318  |361|361/125|414|278) 12/338|298|204/351|361|387/333/307/336)/ 343/363) 300 
1 2| 2 0; O 0| O Th iymal hy 0, 0 te 

F 279 7| O} 0/159} 42| 0|286/132| 49/287|360/353/211)190/315)172|218)130 
1 4| 2 0| O 0| 3 4| 0 0| O hire 

G 300 |217/386) 0/293) 24) 0/333) 25) 40)233/402|387/335|233|/336)122/376| 22 
6 0| 2 0; O 0; 1 4\ 0 3) 0 TN Si 

H 363. |288|397) 0/353/304| 28/292) 48) 39/303/433/382/309/302|388|137/306| 36 
0 6| 2 0; O 0; O 2| 2 3h. eo alo 

I © 155 = |342/376| 33/263)155)158/316|274/121|333/320|139/284|226|284/249|215|/328 
2 Aa) veil, 0| 4 2| 0 0; O 0| O 

K 140 [416/424] 0/352)188) 0/352/349| 0|288/342/387|154|179/358/331|368|267 
0 4\ 2 0| O 0| O 0| O 0; 6 Zi. o 

L 326 [455/413] 13/473|331| 40/404/361|241|331/398/360/481 |454/329/397 |332/362 
0 2| 2 0| O 4| 2 2| 0 0| O 2) 0 

M 235 /|260/357| 0/268] 66) 0/249)281) 49/293/316/355/296/212/313) 85)208|150 
0 0| 2 0| O OlneO 0| 0 0| O 0). 2 

N 262 [309/324] 21/315|272) 0/302|267| 40|298/330|384/344|275|305/342|/386)326 
14 4, 5 6| 0 Bhi pal WH id, 2) 8 3| 6 

O 151 23/442) 0/172} 16} 0/231} 32) 22)281/368/273|349|253|297|206|264/234 
1 Le 0; O 0; 3 0| 0 (lame 0| O 

P 38 0} 4) 30) 42; 0} 0/113) 12) 35) 64) 6) 44) 86) 9] 39) 39) 4) O 
0 0| O 0| O 0; 0 0| O 0| 0 2; 3 

Q 142 29} O} O}182) 41} 0/156) 28) 0/164/155)145/187|132/151/165)211| 90 
0 0| O 0| O Ole 0 0| 4 3| 0 0| 3s 


Die Zahlen beziehen sich auf die Versuchsreihen a—c (S. 221). Jeweils obere 
Zahlenreihe Mycelgewicht in mg, untere (kursiv) Hemmwert gegen Bac. mycoides, 
Spalte links Mycelgewicht bzw. Hemmwert der Pilz-Normalkultur. Die Zahl in () 
hinter der Nummer des Bakterienstammes bedeutet Hemmwert der Bakterien- 
kultur, 


b) Zusatz von autoklavierter Bakterienkultur 
zur Pilznahrlésung. 


In dieser Versuchsreihe (a in Tab. 3) wurden die 100 cm3-ERLENMEYER-Kolben 
mit 16 cm* der oben erwahnten Nihrlésung beschickt, weiterhin 4 em* (= 20%) 
einer 5 Tage alten Bakterienkultur hinzugesetzt, danach 15 min bei 2 Atm auto- 
klaviert und mit dem betreffenden Pilz beimpft. Die Bestimmung des Mycel- 
trockengewichtes erfolgte ebenfalls nach 7 tagiger Kulturdauer. 
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Tabelle 3b. Beeinflussung von Pilzen durch Bakterien. 


Bakterienstamm 
Pilzstamm 1 2 3 10 17 19 
DO Ro ee Tete Are oe Alter lil Nee piteg 
LL 

A 4 4 2 4 4 4 1 1 1 1 0) 4 
4. 4 fi 3 iy , 0 0 0 0 0 eo, 

B 1 4 4 4 4 4 i 4 4 3 2 4 
0 4 4 4 e 2 0 0 0 0 0 4. 

C 4 4 4 4 4 4 2 4 4 3 3 4 
3 4 4 4 2 2 0 0 i 0 0 4 

D 1 4 1 4 4 4. 0 0 2 2 0) 2 
0 4 0 2 3 2 0 0 0 0 0 0 

EK 0 4 0) 4 0 4 10) 0 0 0 0) 0 
0 2 0 I 0 Z 0 0 0 0 0 0 

F 4 4 4 4 4 4 2 3 4 1 2 4 
4 4 4 4 i 2 0 0 0 0 0 3 

G 10) 4 3) 4 3 4 0 1 1 0) 0) 4 
0 2 2 4 2 2 0 0 0 0 0 0 

H 4 4 2, 4 4 2 0) 0 2 i 0 3 
uf 2 0 2 a il 0 0 0 0 0 es 

I 1 4 0) 3 0 0) 0 0 if il 0) 0) 
0 il 0 & 0 0 0 0 0 0 0 0 

Ke 1 4 4 4 1 10) 2 0) 3 2 0 4 
4 1 4 4 0 0 0 0 0 0 0 4 

L ) 4 2, 4 4 4 1 iH 1 ] 1 1 
0 I i 4 0 3 0 0 0 0 0 0 

M 0) 4 4 4 0) 4 2 3 10) 4 0 4 
0 4 4 4 0 0 0 0 0 0 0 di 

N 10) 4 0 4 0 4 1 1 0 i 0 0) 
0 4 0 4 0 3 0 0 0 0 0 0 

O 0) 4 4 / 4 0) 0) 0 0) 0) 0 0) 1 
0 Z Z 2. 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 es 0) 4 4 0 0 ] 10) 3 1 0 3 
0 0 4 4 0 0 0 0 0 0 0 3 

Q 4 4 4 4 0 4 2 0) 4 2 2 4 
4 4 4 4 0 3 0 0 0 1 0 4 


Siehe vorstehende Tab. 3a. Die jeweils obere Zahlenreihe bedeutet Triibungs- 
grad der Kulturlésung, die untere (kursiv) Farbung mit Tetrazoliumchlorid, von 


1—4 zunehmend abgestuft. 


Das Ergebnis dieser Versuche bringt Tab. 3a und 3b. Aus einer waage- 
rechten Reihe ist das Myceltrockengewicht eines Pilzstammes unter dem 
EinfluB von 6 verschiedenen Bakterienstammen zu entnehmen. Als 
Beispiel diene Stamm D: Der Zusatz von autoklavierter Bakterienkultur 
(a in Tab. 3a) fordert das Wachstum des Pilzes in allen 6 Fallen (Mehr- 
ertrag 13—29%). In Serie b liegt nur bei Bakterium 19 das erreichte 
Mycelgewicht wenig unter dem Normalwert, fehlt aber vollstandig bei 
Stamm 3. Noch stirker ist der Abfall in Serie c, die nur noch bei 
Stamm 17 den Normalwert erreicht. Wahrend der Abfall fiir den 
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Stamm D bei den grampositiven 10, 17, 19 nicht unter 89% herunter- 
geht, erreicht er bei den gramnegativen fast stets den Nullwert | 
(0—8%—0). Dies kann ein Einflu8 des py-Wertes sein, der bei den — 
gramnegativen — im Vergleich zu den grampositiven — stark ansteigt 
(bei Stamm 1 auf Bouillonkultur am 2. Tag bereits 8,2; Stamm 2 zu- | 
nachst nur 7,3, spaiter jedoch 8,1; Stamm 3 bringt es Bienes nur auf — 
7,5) und so das Wachstum des Pilzes unterdriickt. 

Hinsichtlich des Bakterienwachstums zeigt Stamm 1 in Serie b 
schwaches Wachstum (Triibung), die Bakterien sind abgetdtet (Rot- 
farbung mit TTC bleibt aus), in Serie c dagegen starkes Wachstum; die 
eintretende Rotfarbung zeigt, daB die Bakterien noch leben. Die Stamme 
2 und 3 verhalten sich ahnlich, bei Stamm 10 ist dagegen keinerlei — 
Wachstum — weder Triibung noch Rotfarbung — feststellbar; hier muB 
man annehmen, daf die Bakterien, die urspriinglich nach 3 Tagen in 
Serie c vorhanden waren, der Autolyse verfallen sind. Bei den gram- 
positiven Vertretern dieses Beispiels findet ebenfalls keine Rotfarbung 
statt, die Bakterien miissen entweder abgetdtet oder versport sein. Hin- 
sichtlich der Hemmstoffbildung fallt auf: Der Hemmwert der Normal- 
kultur betragt 11. Von den Bakterien hemmen lediglich Stamm 1 (Hemm- 
wert 2) und Stamm 19 mit 3mm. Der Hemmwert wird in allen Fallen 
gegeniiber dem Normalwert kleiner, auch dort, wo der Mycelertrag steigt. 
Der Abfall ist bei den grampositiven stirker. 

Im Verhalten einer autoklavierten Bakterienkultur gegeniiber den 
16 Pilzen findet in den meisten Fallen eine Férderung statt, am stirksten 
bei Stamm K durch Zusatz einer autoklavierten Bakterienkultur von 
Stamm 1. Durch den gleichen Zusatz werden 8 weitere Pilzstimme ge- 
hemmt. Ebenso hemmt eine autoklavierte Kultur von Stamm 19 
7 Pilzstimme. Insgesamt wird bei der gleichen Versuchsanordnung von 
96 moglichen Fallen in 29 Fiillen das Pilzwachstum gehemmt (= etwa 
33%). 

Bei einem allgemeinen Uberblick fillt weiterhin auf, daB die Werte bei 
den grampositiven in allen 3 Versuchsreihen bedeutend weniger schwan- 
ken als bei den gramnegativen, wie Tab. 4 zeigt: 


Tabelle 4. Hemmung von grampositiven und gramnegativen Bakterien durch Pilze. 


Zahl der durch... gehemmten Falle 
Versuchsserie . 


grampositive | gramnegative 


a 14 15 
b 17 28 
c Wye 47 


Die Zahl der méglichen Hemmungen betrigt in beiden Fallen 48. In 
. Serie a ist das Verhiltnis gehemmt/gefordert (die Angaben iiber die 
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geforderten Stimme sind der Ubersichtlichkeit wegen nicht aufgefiihrt) 
in beiden Fallen fast gleich. Bei Verwendung von Mischkulturen (Serie 
b und c) verschiebt sich das Verhiiltnis zugunsten der gramnegativen 
Bakterien, und zwar mit zunehmendem Alter um go stirker, wahrend 
bei den grampositiven die Zunahme der gehemmten Fille geringfiigig 
ist. Dieses Beispiel zeigt, daB bei Zusatz einer autoklavierten Bakterien- 
kultur gegentiber den Mischkulturen ein vollkommen verandertes Bild 
entsteht, das am starksten bei den gramnegativen und nur wenig bei 
den grampositiven Bakterien abweicht. 


Auch das Mycelgewicht der beiden Versuchsreihen a und ¢ zeigt inner- 
halb der Gramspezifitit einen Unterschied; bei den gramnegativen ist in 
den meisten Fallen a > c, bei den grampositiven in den meisten Fallen 
a ~ c. Die gramnegativen schidigen somit bei einem Vorsprung in allen 
Fallen das Wachstum der 16 Pilzstimme. Bei den grampositiven dagegen 
ist das Wachstum unter den gleichen Bedingungen genau so stark, oder 
schwankt doch nur geringfiigig nach +. In Versuchsreihe b sind diese 
Unterschiede nicht so deutlich. Hier tritt auch bei den gramnegativen in 
zahlreichen Fallen ein gesteigertes Wachstum des jeweils zugesetzten 
Pilzes ein, sehr auffallig bei Stamm 1. Bei Stamm 2 und 3 treten sowohl 
Forderungen als auch Hemmungen auf. Bei den grampositiven ist unter 
den gleichen Versuchsbedingungen in allen Fallen das Wachstum gut 
und unterscheidet sich meist nur geringfiigig von dem einer Normal- 
kultur. 


Hinsichtlich der Hemmstoffproduktion fallt bei Stamm F auf, daB bei 
F/1 in Reihe b der Hemmwert 4 betragt, obwohl der Pilz nicht gewachsen 
ist und der Hemmwert des Bakteriums nur 2 betragt. Hier muf man eine 
Art ,,erzwungenen Antagonismus‘‘ — wie ihn ScuHILuER fiir Hefen be- 
schreibt — annehmen, bei dem das Bakterium durch irgendwelche von 
den Pilzsporen geschaffene Bedingungen zur gesteigerten Hemmstoff- 
produktion angeregt wird. Einen Anstieg des Hemmwertes k6nnen wir in 
der gleichen Reihe in den Fallen F/3 c, F/10 b und F/19 ¢ feststellen, 
-wobei sich allerdings schwer sagen laBt, wem die Hemmstoffproduktion 
zuzuschreiben ist, da sowohl Bakterien als auch Pilze sich entwickelt 
haben. 


Zu dem Verhiltnis Bakterien / Pilze kann man sagen, da Triibung und 
Rotfarbung zusammen meist nur dann vorkommen, wenn das Pilz- 
wachstum unterdriickt wurde oder doch nur schwach war. Ausnahmen 
hiervon haben wir lediglich bei K/19 ¢ und L/8 c, wo Pilze und Bakterien 
friedlich nebeneinander vorkommen. Oft beobachtet man neben dem 
Pilzwachstum eine starke Triibung (Bakterienwachstum), aber die Rot- 
farbung mit TTC bleibt aus. Hier sind entweder die Bakterien durch die 
Pilze abgetétet worden, oder sie liegen versport vor. 
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II. Die Benutzung von Triphenyltetrazoliumehlorid als Vitalitatsindikator. 


Es wurde bereits mehrfach darauf hingewiesen, daB wir nicht immer in 
der Lage sind, eine fortschreitende Entwicklung der Hemmzone zu er- 
kennen auBer im Falle der nachfolgenden Autolyse, hervorgerufen durch 
die bactericide Wirkung des Hemmstoftes. Um aber auch in den anderen ~ 
Fallen eine bindende Aussage iiber die gegenseitige Beeinflussung der 
auf den Testplatten einander gegeniibergestellten Organismen machen 
zu kénnen, mute eine Methode gefunden werden, mit der sowohl 
die bactericide Wirkung bei fehlender Autolyse als auch die Wirkung 
der Hemmstoffe gegen die alteren Keime auf den Testplatten nach- 
gewiesen werden konnten. Hierzu war nur ein Indicator brauchbar, der 
auf die verschiedenen Zustaénde des Bakterienstoffwechsels verschieden 
anspricht. Auf der Suche nach einem solchen Vitalitatsindicator fand ich 
bei Laxon, der sich mit der Feststellung der Keimfahigkeit von Samen 
mittels Tetrazoliumchlorid befaBte, einen Hinweis auf die Rotfarbung 
lebender Bakterien. In Vorversuchen wurde daraufhin das von LAkon 
benutzte Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) auf seine Brauchbarkeit zur 
Vitalititsdiagnose bei Bakterien (Rotfarbung bei Reduktion: Bildung 
von Formazan) tiberprift! und fiir geeignet befunden (zur Methodik vgl. 
auch WALLHAUSSER 1951b). Hinsichtlich der Verwendbarkeit zur Er- 
kennung von Innenstrukturen der Bakterienzelle sei auf WALLHAUSSER 
u. RrppEL-BALDEs sowie auf einen von dem Erstgenannten hergestellten 
Film und eine nachfolgende Ver6éffentlichung verwiesen. 


Die fortschreitende Entwicklung von Hemmzonen, sichtbar ge- 
macht mit :Tetrazoliumchlorid, wurde an der Beeinflussung der Bakterien 
durch Pilze untersucht. Dazu war ein Naihrboden erforderlich, der einmal fiir beide 
Organismen gleich giinstig ist und zum anderen ein gréBeres Nahrungsreservoir 
darstellt als Bouillon oder Hefepeptonwasser, bei dem die Reduktionswirkung der 
Bakterien oft schon nach 48 Std ausblieb. Bei diesen Untersuchungen miissen aber 
die Organismen ihre Reduktionstitigkeit mindestens noch nach 72 Std (auf der 
Testplatte) haben. Das Ausbleiben der Rotfairbung auf Bouillon-Agar bzw. Hefe- 
Pepton-Agar mit zunehmendem Alter ist vermutlich auf eine Ersch6pfung an Nahr- 
stoffen oder auch Wirkstoffen zuriickzufiihren. Diese zweite Annahme stiitzt sich auf 
eine Beobachtung, die man bei der Benutzung von wirkstoffhaltigen Pilzfiltraten 
immer wieder macht (Abb. 10 rechts). Bei der Uberpriifung im Lochtest entstehen 
in diesem Falle Férderungszonen, die sich stets auch dann noch rot firben, wenn 
das in den iibrigen Bereichen der Platte nicht mehr der Fall ist 2. 


' Die Versuche waren bereits abgeschlossen, bevor mir die oben 8. 221 erwahnte 
Veroffentlichung von Bretta usw. bekannt wurde. Ob die mit TTC im Innern der 
Bakterienzelle firbbaren Kérnchen tatsaichlich Kernaquivalente (um zunachst den 
Ausdruck Kern zu vermeiden) sind, wie Bretia annimmt, diirfte noch nicht sicher 
sein, wenn auch der SchluB naheliegt, da ich mich tiberzeugen konnte, daB z. B. 
in Pflanzenzellen (Zwiebelhaut) die Formazan-Ablagerung bevorzugt um den Zell- 
kern erfolgt. 


* Die Bakterien liegen in der Férderungszone unversport vor. 
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Die oben gemachten Voraussetzungen wurden von folgendem Nahrboden erfiillt: 
Wiirze 500 cm?, Aqua dest. 500 cm’, Pepton (Merck) 5g, NaCl 5g, py7. Auf 
diesem Nahrboden (abgekiirzt WP 7) wachsen Bakterien und Pilze gleich gut. 
Letztere lassen schon nach 24 Std einen merklichen Zuwachs erkennen. Zuniachst 
wurden Testplatten nach der tiblichen Weise — Bac. mycoides als Teststamm — her- 
gestellt. Getestet wurde mit aus einer 3—5 Tage alten WP 7-Agarkultur ausge- 
stanzten Mycelscheibchen; Bebriitung bei 30° C. Die ersten Zonenwerte wurden 
nach 12 Std abgelesen, die Anfarbung mit TTC erfolgte friihestens nach 48 Std. Zu 
diesem Zeitpunkt waren die Pilze 
bereits gut angewachsen. 


BeidenGegeniiberstellungen 
auf Abb. 9 ist bei den Stim- 
men D, H, I, N und Q eine 
mehr oder weniger starke Wall- 
bildung zu beobachten, was 
besagt, da der Hemmstoff 
zeitweise in einer niederenK on- 
zentration vorgelegen haben 
mu und daher stimulierte. 
Das ist verstandlich, da die 
zunachst entstehende Hemm- 
zone durch die in dem Agar- 
plattchen gespeicherte Hemm- 
stoffmenge hervorgerufenwird, 
die jedoch bald erschopft ist Abb. 9. Testplatte von Bac. mycoides mit den Pilz- 
und erst mit dem beginnenden  Attetnsn 0, EH, D, 0,1 Nand 8 (von shen 
Wachstum des Pilzes nach- olium. Dunkelfiirbung zeigt die Rotfairbung (Vitaltest) 
gebildet wird. Dabei wird die Oo ae ee 
Schwelle erreicht, bei der die 
Wirkung des Hemmstoffes umschlagt, und im Anschlu8 an die Hemmzone 
entsteht ein Wall. Weitere Aussagen kann man an Handeiner solchen Platte 
nicht machen. Die Frage, ob die in der Forderungszone vorliegenden 
Bakterien dem nachfolgenden HemmstoffeinfluB standhalten, ob sie die 
Hemmstoffproduktion unterdriicken oder ob sie abgetdtet werden, lassen 
sich erst nach der Anfarbung mit TTC beantworten: Wo ein gesteigertes 
oder normales Wachstum der Testbakterien stattgefunden hat, tritt — 
wenn diese noch am Leben sind — eine deutliche Rotfarbung ein. Abb. 9 
zeigt eine mit TTC gefirbte Platte. Die weiBen Rander der Hemmzonen 
bezeichnen den Zuwachs im Zeitraum von 12—48 Std. 


In 5 von 8 Fallen trat hier (vgl. Tab. 5) bereits nach 48 Std eine fort- 
schreitende Entwicklung ein. Bei den Stammen K und F war keine Ver- 
anderung eingetreten. Das Verharren der Hemmzone bei Q auf dem 
Stande der ersten Ablesung la8t sich nur durch eine Beeinflussung von 
seiten des Testorganismus erklaren. Die starke Anhéufung der Bakterien 
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am Rande der Hemmzone (Wall) vermag in diesem Falle den Hemmstoft 
zu zerstoren oder seine Bildung zu verhindern. Das Pilzwachstum wird 
nicht beeintrichtigt. Anders ist es bei dem Stamm K mit nur ganz spar- 
lichem Wachstum, wobei wohl kaum Hemmstoff nachgebildet wird. Wenn 
hier die Zone ebenfalls unveradndert bleibt und es noch nicht einmal zur 
Wallbildung kommt, so ist dies auf die Eigenart des Stoffes selbst 
zuriickzufiihren. Ein Blick auf die Ergebnisse des Filtrattestes (Abb. 8) 
zeigt, das auch hier keine Wallbildung eintrat, und zwar in keinem der 
Falle. Lediglich bei der Gegeniiberstellung im Vitaltest (Abb. 6) trat 
in einem Falle eine solche ein (K/15). 


Tabelle 5. Hemmstoffwirkung von Pilzen, mit Tetrazolium iiber priift. 


Radius | Pilzstéamme 
der Hemmzone | 
nach Stunden | @ | K | H | D | Q | pean | F 
18ungefarbt | 0 |7s4sd) 4s | 8s | 28 4s 15s | 4s 
48 0 |\7s4sd| 4s(w’’”) | 8s(w’)| 2s(W’”’)| 45 15s(w’) | 4s 
48 gefarbt 0 |7s4sd| 7s | 128 | 28 483d) 16s 5s 


Zeichen wie in Abb. 1 und 2. w’ usw. bedeutet hier: Wallbildung in Breite von 
1 usw. mm. Vgl. Abb. 9. 


Ein Vergleich mit den Zonenradien der ungefairbten Platte ergibt 
folgendes Bild: Die Organismen in der Wallzone halten in den meisten 
Fallen der nachfolgenden Hemmstoffproduktion nicht stand, sondern 
werden abgetéotet. Man kénnte annehmen, da8 durch die Anhaéufung von 
Bakterien die Nahrstoffe friiher erschépft sind und so eine Rotfirbung in 
der Wallzone ausbleibt. Diese Vermutung wird jedoch durch die Abb. 10 
widerlegt. Hier sind 2 mit Pilzkulturfiltrat im Lochtest erhaltene 
Forderungszonen dargestellt. Die Farbung erfolgte nach 48 Std Kultur- 
dauer. Die Férderungszonen haben sich stark angefirbt, die AuBen- 
bezirke zeigen keine Reduktionstiatigkeit mehr an. 

Beide Faille — Rotfairbung trotz der Anhaéufung von Bakterien — 
zeigen, daf} man von einem Ausbleiben der Reduktionswirkung nicht auf 
eine vorzeitige Erschépfung der Niihrstoffe schlieBen kann. Das Auf- 
treten einer ungefirbten Zone, die im Falle der Abb. 9 mit dem ur- 
spriinglichen Wall zusammenfiallt, muB also andere Griinde haben. Impft 
man aus der nichtgefarbten Zone in Bouillonréhrchen iiber, so tritt — 
selbst nach mehrtiigiger Bebriitung — kein Wachstum ein, d. h., die 
eingebrachten Keime waren vorher bereits abgetétet, was nur unter 
dem KinfluB des Pilzhemmstoffes geschehen sein konnte. 

Auch beim Lochtest kommt mitunter eine fortschreitende Entwick- 
lung der Hemmzone vor, wie Abb. 11 zeigt. Hier wurde mit dem Kultur- 
filtrat einiger — auf verbrauchter Nahrlésung von Stamm H gezogener — 
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Pilze getestet. Bereits nach 24 Std zeigen alle Gegeniiberstellungen eine 
ausgepriagte Wallbildung, in 3 Fillen sogar einen Doppelwall. Wire nur 
ein Hemmstoff zugegen, so miiBte man eine riickschreitende Entwicklung 


Abb. 10. Filtrat von Pilzstamm N (links, 0,02 cm* Filtrat) bzw. Pilzstamm H (rechts, Filtrat 
auf 1/,;) eingeengt). (Getestet gegen Bact. prodigiosum.) Farbung wie in Abb. 9. 


annehmen. Das Hemmstoffgemisch reagiert aber anders, vermutlich weil 
die vorliegenden Stoffe verschieden schnell diffundieren, und es so zu 
einer Abtotung der zunachst geforderten Organismen kommt. Der gleiche 


Abb. 11. Testung von Bac. mycoides mit 6 Pilzfiltraten. Farbung mit TTC. Fortschreitende Ent- 

wicklung der Hemmzone. Die dunklen Héfe sind die urspriinglichen Hemmzonen, an ihrem Rande in 

den meisten Fiillen ein Wall, teilweise ein Doppelwall, die aber in der tatsichlichen Hemmzone liegen 
(weiB, also ungefirbt mit TTC, daher tot!). 


Effekt 148t sich auch nach den auf 8. 204 gemachten Angaben erreichen. 
Wie die 12 Std spater durchgefiihrte Fairbung mit TTC zeigt, tritt auch 
hier eine VergréRerung der Hemmzone und meist auch eine Abtotung der 
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Organismen in der Wallzone ein, die von der Konzentration der nach- 
triglich zugesetzten Hemmstoffmenge abhangig ist. 


Diese Tatsache weist auf einen Fehler hin, der oft beim Loch- und 
Zylindertest gemacht wird: Das Einfiillen einer zu groBen Flissigkeits- 
menge. Schon Hxatty stellte bei der Durchfiihrung seiner Methode fest: 
,,... am Ende der Bebriitung ist der gréBte Teil der Fliissigkeit in den 
Zylindern verschwunden .. .“‘ und ,,der Durchmesser der Hemmzone ist 
bei halber Fiillung des Zylinders nur um 1—2 mm kleiner als bei voller 
Fiillung.‘‘ Die Hemmstoffmenge muB daher so bemessen sein, dal} sie 
noch vor Beginn der Hauptwachstumsphase des Testorganismus voll- 
standig in den Nahrboden eindiffundiert ist. Halt die Diffusion des Anti- 
biotikums iiber die ,.empfindsame Periode* hinaus an, so werden die 
Bakterien zwar noch gehemmt oder abgetétet, dieser Bereich ist aber 
meist nicht mehr mit in die sichtbare Zone einbezogen. Die aus solchen 
Hemmzonen entnommenen Werte geben daher ein falsches Bild iiber 
die Wirksamkeit des betreffenden Antibiotikums. 


Der Nachweis der bactericiden Wirkung lat sich erheblich 
einfacher als mit der von WakSMAN beschriebenen Methode mittels der 
TTC-Farbung (Auflegen von mit dem Antibiotikum getrankten Filter- 
papierscheiben auf eine beimpfte Platte und nachfolgender TTC-Fiarbung) 
auch im Schnelltest durchfiihren, woriiber an anderer Stelle (WALL- 
HAUSSER 1951 b) berichtet ist. 


II. Das mit wechselndem Alter verschiedene Verhalten 
des Testorganismus gegeniiber Hemmstoffen. 


Oben 8.216 wurde schon darauf hingewiesen, daf die oft in der 
Literatur zu findende Ansicht, gewisse Hemmstoffe wirkten in niederer 
Konzentration fordernd (PRINGSHEIM 1920, Dusos 1941, CURRAN 1949) 
nur mit Kinschrinkung Giiltigkeit hat. Dies soll nachfolgend bewiesen 
werden: Bei einer mehrfachen Testung des Kulturfiltrates von Stamm N 
gegen Bac. mycoides wurde in keinem Fall eine Férderung beobachtet. 
Dagegen zeigte sich oft bei der Gegeniiberstellung von Pilzen und Bak- 
terien im Filtrattest an der Grenze der Hemmzone verstirktes Wachs- 
tum (Wallbildung), besonders hiiufig in iilteren Kulturen (48—72 Std). 
Man miiBte danach annehmen, da nicht nur der Hemmstoff in niederer 
Konzentration vorliegen muB, sondern, daB der betreffende Organismus 
eine gewisse physiologische Abwehrbereitschaft, oder besser gesagt — ein 
bestimmtes Alter — haben muB, um den Hemmstoff in niederer Konzen- 
tration nutzbringend verwenden zu kénnen. Trifft das zu, so miiBte also 
ein und derselbe Organismus in den verschiedensten Altersstufen auf die 
gleiche Konzentration des Hemmstoffes abweichend reagieren. Tab. 6 
zeigt das Ergebnis dieser Priifung. Als Testorganismus diente auch hier 
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Bac. mycoides. Getestet wurde mit Mycelscheibchen einer 3 Tage alten 
WP7-Agarkultur von Penic. expansum. Die Teste erfolgten in ver- 
schiedenen Zeitabstiinden (vgl. die Abbildungen bei WALLHAUSSER und 
RIPPEL). 


Tabelle 6. Alter des Testorganismus und H emmstoffwirkung. Tetrazoliumfirbung. 
ee Be ee 


Hemmzonen- Getestet nach... Stunden 
radius sofort | 24 | 36 | 48 
ungefarbt 16s | 2sd 2f = 2: 
gefarbt 17s | 2sd 2f 4 fd 6s 12s 


Dieser Versuch beweist, daB die gleiche Hemmstoffmenge, die den 
auskeimenden Organismus hemmt, diesen nach 24 Std fordert und dann 
mit zunehmendem Alter wieder um so stirker hemmt. 

In den Abb. 12a und 12b wird die gleiche Erscheinung bei der Gegen- 
uberstellung D/22 gezeigt. Die beiden Pilzscheiben in der Mitte (D) 
wurden auf die 12 Std alte, bewachsene Platte aufgesetzt. Nach 24 Std 


Abb. 12a. Abb. 12b. 


Abb. 12a. In der Mitte 2 Mycelscheiben von Pilzstamm D, dariiber links B, rechts Q, jeweils aut 
12 Std alte Platten aufgeimpft. Unten 2 Tage spiiter aufgesetzte Mycelscheiben von Pilzstamm D. 
Ungefirbt, Teststamm Bac. mycoides. 


Abb. 12b. Wie Abb. 12a, aber mit TTC gefiirbt. Lebende Bakterien dunkel, tote weiB. 


waren die in der Abb. 12a dunkel erscheinenden Zonen sichtbar, d. h., es 
hat eine Hemmung des Wachstums und eine teilweise Lysis — die hier 
aber durch den Hemmstoff verursacht worden sein mu — stattgefunden. 
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Die kleinere Mycelscheibe (unten) wurde 1 Tag spater aufgeimpft. Die 
Farbung mit TTC bei Abb. 12 fand nach insgesamt 60 Std statt. Danach 
zeigte sich bei der ungefirbt sichtbaren Zone (7 mm) ein weiterer Zu- 
wachs von 10 mm und bei der kleineren Pilzscheibe — bei der ungefarbt 
keine Hemmzone sichtbar war — eine solche mit 16mm Radius. In 
letzterem Falle war zu dem Zeitpunkt des Firbens kein Pilzwachstum 
eingetreten, daher trat am Rande der normalerweise unsichtbaren 
Hemmzone eine (allerdings schlecht erkennbare) Wallbildung ein. Die 
zuerst aufgesetzten Mycelstiickchen waren gut angewachsen; der 
Zuwachs ist als weiBer Ring um die dunkle Scheibe sichtbar. 

In diesem Falle erfolgte gegeniiber dem zuerst gebrachten Beispiel auch 
nach 24 Std eine starke Hemmung und kein Umschlag in der Wirkung. 
Die schwach ausgebildete Wallzone im unteren Teil der gefarbten Platte 
deutet jedoch darauf hin, daB ein solcher Umschlag méglich ist. Wenn er 
aber. trotzdem nicht eintrat, mu8 man daraus folgern, daB sofort ein 
gutes Pilzwachstum mit Hemmstoffproduktion einsetzte und die zur 
Forderung notwendige niedrige Konzentration nicht erreicht wurde. 

Die beiden oberen Pilzscheiben, links Stamm B, rechts Q, die allgemein durch 
ihre fordernden Wirkungen auf Bakterien auffielen, wurden dicht neben den 
Antagonisten (D) gesetzt, um Interferenzerscheinungen hervorzurufen. Wahrend 
Stamm B unter dem Einflu8 der Bakterien nicht anwuchs, bildete der Stamm Q 


hier ebenfalls einen Hemmstoff, was auf fliissigem CzapEK-THom-Nahrboden nicht 
eintrat. Bei B ist eine schwache Einbuchtung der Hemmzone zu beobachten. 


IV. Die Trennung von hemmenden und fordernden Stoffen. 


Sowohl bei den Férderungszonen, als auch bei der Wallbildung wird 
man vor die Frage gestellt: Handelt es sich hier um die Wirkung eines 
fordernden oder eines hemmenden Stoffes? Ein solcher Entscheid ist 
jedoch nicht ohne weiteres zu treffen. Nachstehend wurde versucht eine 
Trennnng herbeizufihren. 


a) Einengung des Kulturfiltrats. 


In manchen Fallen fiihrte bereits eine Einengung des Kulturfiltrats 
zum Ziel, wobei sich sowohl der fordernde als auch der hemmende Stoff 
anreichert. Vermutet man nun, dai eine Wallbildung durch einen 
fordernden Stoff verursacht wird (der neben dem Hemmstoff vorliegt), 
so kann nach dem Kinengen dieser Wall stiirker ausgebildet sein. Ist dies 
nicht der Fall, so kann man annehmen, daf es sich hierbei um die Wir- 
kung eines Hemmstoffes handeln muB, wobei eine Férderung nur bei 
einem bestimmten Konzentrationsgefiille eintritt (genauer gesagt in 
einem gewissen Bereich dieses Gefiilles). Um diese Frage zu iiberpriifen, 
wurden Pilz-Kulturfiltrate nach Einengung im Vakuum auf #/,, ihres Aus- 
gangsvolumens gegen Bac. mycoides getestet. Die Ergebnisse zeigt Tab. 7. 
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Besonders die Stimme A, B, F, H, K und M weisen also nach dem Ein- 
engen eine stark ausgepragte Férderungszone auf, am stiirksten Stamm B 
(siehe Abb. 13); die anderen schlieBen sich in der Reihenfolge A, H, K, F 
und M an. Ferner wird in einigen Fallen eine bei normalem Filtrat nicht 
feststellbare Hemmung erzielt, so bei B, C, L, M und Q. Diese Fille 


Abb. 13. Testplatte Pilzstamm B (Filtrat auf*/,,eingeengt) gegen Bakterienstamm 22. Mit TTC gefarbt. 


eingerechnet tritt bei allen 16 untersuchten Pilzen eine Hemmung ein. 
Fiir Stamm Q wurde bereits erwahnt, daB dieser auf WP7-Agar eine 
aktive Substanz produziert, die in CzAPEK-THom-Lésung nicht feststell- 
bar ist. 


Tabelle 7. Anreicherung des Hemmstoffes durch Einengen des Kulturfiltrates auf 1/1. 
Teststamm Bac. mycoides. 


i 


Kulturfiltrat der Pilzstimme 
Filtrat ! ay 
A B |e |p] 2 ¥ | Gi # ie K | c M | x|ojele 
normal. | | 
Filtrat | 2s SS | 6s lsiess 4s} ls 5s| 48 —| — {10s} 2s} 1s} — 
hep 3s + | 2f + | 3s] 8s| 9s} 58 + 12s} 3s + [12s] 6s + | 2s] 3s + 168) 68 38] 3s 
Sf |18f Bf Sf | 6f bf 


Auf Grund der Tatsache, da8 in 6 Fallen ein fordernder Stoff nach- 
gewiesen werden konnte, kann man allerdings noch nicht entscheiden, 
da8 in den anderen Fallen lediglich ein Hemmstoff vorliegt. Es ist 
durchaus méglich, daB beide Stoffe vorliegen, der Hemmstoff aber eine 
hdhere Konzentration hat und dadurch den fordernden tiberdeckt. In 
diesem Falle ist es notwendig, den einen Stoff zu zerstéren, was oft 
schon durch Erhitzen oder durch Adsorption gelingt, wie in einer spateren 
Arbeit gezeigt werden wird. 

Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 16. UY; 
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b) Die Sektorenmethode. 

Da bei verschiedener Molekiilgré8e der einzelnen Stoffe diese ver- 
schieden schnell im Nahrboden diffundieren, mu’ — ahnlich dem 
chromatographischen Verfahren — eine Trennung moglich sein. An 
Hand der nachfolgend beschriebenen Methode lieB sich nachweisen, daB 
fiir die Wallbildung bei Stamm H ein fordernder und fiir die bei Stamm D 
ein hemmender Stoff verant- 
wortlich ist. 

Zu diesem Zwecke wird in der 
Mitte einer unbeimpften Platte 
ein Loch ausgestanzt und an- 


schlieBend ein Sektor der Platte 
durch Uberspriihen mit dem Test- 


Abb. 14. Sektorenmethode. Abb. 15. 
Interferenzmethode (Pilzstamm D gegen Bac. mycoides). 


stamm beimpft (siehe Abb. 14). Das Stanzloch wird — wie iiblich — mit 0,02 em? 
des zu priifenden Filtrats gefiillt und die Platte 24 Std bei 30° C bebriitet. Sobald 
nun auf dem beimpften Sektor der Platte ein Wall sichthar wird, bestimmt man den 
inneren und auBeren Radius und zeichnet den Ring auf ein Stiick weiGes Papier. 
Dies wird dann unter die Testplatte gelegt, und zwar so, daB sich die Zeichnung und 
der bewachsene Sektor der Platte genau decken. Nach dieser Vorlage wird nun mit 
einem geeigneten Korkbohrer die ,,Wallzone‘‘ des unbeimpften Plattenteils aus- 
gestanzt. Die Stanzplittchen von mehreren solcher Platten werden in einem 
sterilen Roéhrchen mit wenig Wasser 12 Std ausgelaugt und die Fliissigkeit im 
Vakuum bis auf einen kleinen Riickstand eingeengt. Damit wird anschlieBend gegen 
Bac. mycoides getestet, 


c) Die Inter ferenzmethode. 

Die vorstehende Methode nimmt zu ihrer Durchfiihrung sehr viel Zeit 
in Anspruch; es wurde daher versucht, auf schnellerem Wege zum Ziel zu 
kommen. Bei der folgenden Methode wird von der Voraussetzung aus- 
gegangen, dafs sich gleichgerichtete Wirkungen summieren, Auf einer 
Testplatte werden 3 Stanzlécher bzw. Testplattchen derart angeordnet, 
daB sie ein gleichseitiges Dreieck bilden, und sich ihre spateren Wallzonen 
berithren. Dazu mu8 man eine solehe Zone vorher genau ausgemessen 
haben, um danach den Abstand festzulegen. Bei richtiger Anordnung 
zeigt sich dann das in Abb. 15 wiedergegebene Bild. Beim Zusammen- 
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treffen der 3 auBeren Zonen findet eine Ausloschung statt. Daraus ist 
ersichtlich, da es sich um die Wirkung eines Hemmstoffs handeln muB: 
denn bei einem fordernden Stoff hatte es zu einer verstirkten Férderung 
kommen miissen. 


Zusammenfassung. 


Fiir die antibiotischen Beziehungen einer natiirlichen Mikroflora auf 
begrenztem Raum wurden folgende Werte erhalten: 


Gegeniiberstellung : Zahl der mogl. Zahl der beein- 

Kombinationen fluBten Fille 
Bakterien/Bakterien ........2... 529 164 (31,0%) 
BilzeyPiZe. 7. Se ae S) eon are a 256 93.1(86,397) 
Paativcraiiellzeceme cts ee eS 256 132 (51,7%) 
ipilzebakterien (vital) .°.-. . 2°... 368 | 161 (43,8%) 
Pibfiltrat/Bakterien ........ a tr 368 | 220 (59,8%) 


An Hand der Zonentypen wurde versucht, auf Grund der zeitlichen 
Anderung der einzelnen Zonen Aussagen iiber die gegenseitige Beein- 
flussung der Organismen zu machen. 

Bei Prifung der fortschreitenden Entwicklung einer Hemmzone 
konnten besonders mit Hilfe von Tetrazoliumchlorid (TTC) normaler- 
weise nicht sichtbare bactericide und bacteriostatische Zonen nach- 
gewiesen werden. Diese Methode kann also auch zum Nachweis der 
bactericiden Wirkung und als Schnelltest benutzt werden. 

Mit TTC konnte das mit wechselndem Alter verschiedene Verhalten 
der Bakterien gegentiber Hemmstoffen nachgewiesen werden. In einem 
untersuchten Falle forderte die gleiche Hemmstoffmenge, die den aus- 
keimenden Organismus hemmte, diesen nach 24 Std und hemmte ihn 
mit zunehmendem Alter wieder starker. 

Eine an die Hemmzonen anschlieBende Wallbildung kann sowohl 
durch fordernde als auch durch hemmende Stoffe verursacht werden. Die 
Erkennung der jeweiligen Wirkung konnte durch Erhitzen und die eigens 
dafiir ausgearbeitete Sektoren- und Interferenzmethode herbeigefiihrt 
werden. 

Von 16 untersuchten Pilzen bildeten 11 auf 44-Wiirzenahrlosung einen 
gegen Bac. mycoides wirksamen Hemmstoff; das Filtrat der restlichen 
5 Stémme hemmte nach Hinengen aus 1/,) (im Vakuum bei 40°) ebenfalls. 
Saimtliche vorgefundenen Pilzhemmstoffe vertrugen eine Erhitzung auf 
40°C ohne Aktivititsabfall. Dem Autoklavieren (120° C) hielten nur 
2 unverandert stand, 4 weitere fielen in ihrer Aktivitat ab und 4 verloren 
sie ganz. Bei der Neutralisation mit n-NaOH wurden die Hemmstoffe von 
2 Stimmen ganz und von 5 weiteren teilweise zerstort. Unbeeinflubt 
blieben lediglich 3 Filtrate. 


lt 
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In einigen Fillen konnte nachgewiesen werden, da die Hemmstoff- 
produktion von dem Nahrboden abhangig ist. 

Die gramnegativen Bakterien erwiesen sich gegentiber den Pilzhemm- 
stoffen erheblich resistenter als die grampositiven. In der Aktivitat gegen- 
iiber anderen Bakterien waren sie diesen jedoch unterlegen. Bei der 
Gegeniiberstellung Bakterien/Pilze hemmen die gramnegativen bei einem 
Vorsprung von 3 Tagen das Wachstum samtlicher 16 Pilze, wahrend 
die grampositiven unter gleichen Bedingungen kaum einen Einflu8 aus- 
iibten. Hierbei konnte in mehreren Fallen ein erzwungener Antagonis- 
mus beobachtet werden. 
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Untersuchungen tiber das antagonistische Verhalten 
von Mikroorganismen am natiirlichen Standort*. 


Von 
KARL HEINZ WALLHAUSSER. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 25. Oktober 1950.) 


Nachdem fiir ein begrenztes Bodenareal die antibiotischen Be- 
ziehungen der dort vorkommenden Bakterien und Pilze im Laborato- 
riumsversuch untersucht waren (WALLHAUSSER, 195la), erhob sich die 
Frage nach der tatsichlichen Auswirkung im Boden. Dabei miissen wir 
uns die Unterschiede zwischen den in kiinstlicher. Kultur geschaffenen 
und den im Boden vorhandenen Verhiiltnissen vor Augen halten. 

Schon die Kultivierung auf synthetischen Nihrlésungen zeigte, daB 
geringfiigige Schwankungen des py-Wertes oder der Nahrstoffgabe und 
erst recht die Verwendung anderer Nahrbéden von entscheidender Be- 
deutung fiir die Hemmstoffproduktion sind. In Mischkulturen tritt hierzu 
als weiterer Faktor die gegenseitige Beeinflussung der betreffenden 
Organismen, die oft eine vollkommene Umgestaltung der Verhaltnisse zur 
Folge hat. Es sei in diesem Zusammenhange auf einige Falle von er- 
zwungenem Antagonismus hingewiesen (WALLHAUSSER, 195la). Wah- 
rend die Verhaltnisse in Mischkulturen zweier Arten immerhin noch zu 
kontrollieren waren, ist das fiir den natiirlichen Standort wegen der 
Uberschneidung der verschiedensten Nahrstoff- und Aktivitaétsbereiche 
nicht moglich. 

Vergleichen wir weiterhin die Vorgange auf der Diffusionsplatte mit 
den Verhaltnissen am natiirlichen Standort, so spricht schon die Wall- 
bildung dafiir, da8 auch im Boden eine Hemmung nicht immer vor- 
handen sein mu8B, sondern auch hier — bei der erforderlichen niederen 
Konzentration — eine Férderung eintreten kann. Man kann weiterhin 
annehmen, daf die im Boden gebildeten Hemmstoffmengen bedeutend 
geringer sind als die in kiinstlichen Kulturen auftretenden. So haben wir 
beispielsweise bei den Pilzen, sowohl auf Platten als auch in Flissigkeits- 
kulturen, stets dichtgedrangte Mycelmassen vor uns, bei denen sich die 
Hemmstoffmenge der einzelnen Hyphen summiert und im Verlaufe der 
Kultur anreichert. Ganz anders liegen die Verhiltnisse im Boden. Hier 
sind die Pilzhyphen viel weiter auseinandergezogen und oft durch 


* Vgl. Bemerkung zu der in dieser Zeitschrift vorangegangenen Arbeit: WALL- 
HAUSSER (1951a). 


238 Kart Hetnz WALLHAUSSER: 


isolierende Schichten voneinander getrennt, so da es nur in Ausnahme- 
fallen zu einer summierenden Wirkung kommt. SchlieBlich mu8 man mit — 
einer stiindigen Verdiinnung des Hemmstoffes im Boden durch das dort 
vorhandene Wasser (Wasserhiille der einzelnen Bodenteilchen und 
Capillarwasser) rechnen. Auch der Haltbarkeit des Hemmstoffes und der 
damit verbundenen Anreicherung diirften im Boden bedeutend engere 
Grenzen gesetzt sein als in kiinstlicher Kultur. In dieser erfolgte eine 
Zerstérung des Hemmstoffes nur nach der Erreichung eines bestimmten — 
Alters und der damit einsetzenden Autolyse. Im Boden aber laufen diese 
Vorgiinge gleichzeitig nebeneinander her, da ja stets verschieden alte 
Kolonien vorliegen. Weiterhin miissen wir annehmen, daf ein Teil der 
Hemmstoffe sofort durch die gleichfalls anwesenden Mikroorganismen 
zerstért wird (vgl. dazu auch die Ergebnisse bei den Mischkulturen, 
WALLHAUSSER, 1951a). 

Als vollkommen neuer Faktor tritt dann — gegeniiber den kiinstlichen 
Kulturen — noch der EinfluB des Bodens selbst hinzu, der in seiner 
Bedeutung keineswegs vernachlassigt werden darf. Um diesen Einflu8 
noch einmal etwas scharfer zu umreiBen, wurde folgende Versuchsreihe 
durchgefiihrt : 


5 ERLENMEYER-Kolben von 200 cm? Inhalt wurden mit je 25 cm® der bei WALL- 
HAUSSER (195la) beschriebenen Nahrlésung beschickt und erhielten folgende 
Zusitze: 1. Flissigkeitskultur ohne Zusatz. 2. Fliissigkeitskultur mit Glasperlen 
(@2mm). 3. Fliissigkeitskultur + 100 cm® sterilen Quarzsand. 4. Wie 3., aber 
Zusatz eines Bodenauszuges aus Ackerboden (zur Beimpfung mit den dort vor- 
handenen Mikroorganismen). 5. Unsteriler, lufttrockener Ackerboden mit Nahr- 
lésung wie oben. 

Die Versuchskolben wurde mit einer Sporensuspension von Penicillium eapan- 
sum beimpft, und zwar bei den Kolben 3—5 vor der Beschickung mit steriler Nahr- 
losung, damit die Sporen durch Schiitteln gut mit dem trockenen Boden vermischt 
wurden. Nach 7tigiger Bebriitung bei 25°C erfolgte die Auswertung. Da die 
Kulturfliissigkeit — besonders in dem Kolben 5 — stark von dem Boden auf- 
gesaugt worden war, wurde erneut zu jedem Kolben 25 cm® steriles Wasser zu- 
gesetzt und danach 2 Std geschiittelt. Mit der iiberstehenden Fliissigkeit wurde 
anschlieBend gegen Bac. mycoides getestet. 


Tabelle 1. Bodenmaterial und Hemmzonenbildung. 


Kolben Nr. | 1 | 2 3 4 5 


10 | 10 | 6 | 0 (18 f) 


f = Forderzone in mm. 


Hemmzone inmm.. . | 10 


Aus diesem in Tab. 1 wiedergegebenen Versuch geht hervor, da die 
Oberflachenvergr6Berung durch Glasperlen und sterilen Sand keine 
Steigerung der Hemmstoffproduktion gegeniiber der Normalkultur zur 
Folge hat. Dagegen macht sich bei Kolben 4 ein Abfall des 'Testwertes 
bemerkbar. Wir miissen also den oben beschriebenen Effekt den in dem 
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zugesetzten Bodenauszug enthaltenen Mikroorganismen zuschreiben. Bei 
Kolben 5 war iiberhaupt keine Hemmung feststellbar, dagegen stellte 
sich nach 48 Std eine 18f-Zone ein (bereits nach 12 Std bei der Ein- 
wirkung von T'TC, durch die in diesem Bereich schneller eintretende Rot- 
farbung sichtbar). Es muf also hier, zusitzlich zu der Wirkung der 
Mikroorganismen, noch die des Bodens hinzugekommen sein. Nach diesen 
Ergebnissen kann man annehmen, da8 eine Inaktivierung des be- 
treffenden Pilzhemmstoffes durch die am gleichen Standort vorhandenen 
Organismen oder den Boden selbst erfolgt. Diese Moglichkeiten sollen im 
folgenden naher untersucht werden. 


I. Die Méglichkeiten der Hemmstoffinaktivierung. 
a) Durch Mikroorganismen. 
1. Die Inaktivierung von Pilzhemmstoffen durch Bakterien. 


In dieser Versuchsreihe soll gezeigt werden, welche Bakterienstimme 
in der Lage sind, die 3 stirksten Pilzhemmstoffe (Stamme D, Aspergillus 
terreus, 1, Penicillium spec. und N, Penic. expansum) zu inaktivieren. 


Zu diesem Zwecke wurde Filtrat einer 7 Tage alten Kultur auf CzapEK-THom- 
Nahrl6sung mit Ammoniumlactat versetzt (siehe WALLHAUSSER, 1951a), auf pq 7 
eingestellt und durch Membranfilter Nr. 15 steril filtriert. Als VersuchsgefaiBe 
dienten vorher sterilisierte Reagenzglaiser, die mit 5 cm® der membranfiltrierten 


Pilzfiltr die auf dem Pilzfiltrat kultivierten Bakterienstamme 
6|7 40/14 112 | 13 | 14) 15 48 | 19 | 20 


a 


Abb. 1. Die Zerstérung der Pilzhemmstoffe. Punktiert: Riickgang des Hemmwertes. Weife Felder: 
unbeeinfluBt. Kreuze: Vitalitatsgrad der Bakterien in 4 Stufen (Priifung mit TTC). Hinsichtlich der’ 
sonstigen Angaben vg]. Tab. 3. 


Losung gefiillt und anschlieBend mit 1 cm’ einer 6 Tage alten Bakterienkultur be- 
impft wurden. Nach 4tagiger Bebriitung erfolgte die Auswertung der Versuchs— 
reihe. Es wurden gepriift: 1. Hemmwert (ermittelt im Lochtest); 2. die Vitalitat 
der Bakterien (durch Farbung mit TTC). 

Der Normalwert des betreffenden Pilzfiltrates wurde am Tage der Versuchs-. 
auswertung von einem nicht mit Bakterien beimpften — in der Versuchsreihe mit- 
laufenden Rohrchen — ermittelt, um so einen Abfall des Hemmwertes — wie man 
ihn bei den verschiedenen Pilzfiltraten mit zunehmendem Alter haufig beobachten 
kann — von vornherein auszuschalten. 


Die Ergebnisse bringt Abb. 1. Stamm D wurde also in 18 Fallen teil- 
weise inaktiviert, und zwar am stirksten von Stamm 11 und 22. Bet 
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10 Gegeniiberstellungen erfolgte — im Vergleich zur Normalkultur a 
keine Rotfarbung mit TTC (Tetrazoliumchlorid), d.h., die Bakterien 

waren hier entweder abgetétet oder lagen versport vor. Das Filtrat von I ; 
wurde sogar von allen gegeniibergestellten Bakterien mehr oder weniger 


kultiviert auf Kulturfiltrat von Stamm 
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Abb. 2. Zerstérung der Pilzhemmstoffe durch andere Pilze. Die Zahlen der ersten senkrechten und 

waagerechten Spalte stellen die Hemmwerte der betreffenden Normalkultur dar (Radius der Hemm- 

zone in mm), Aus den tibrigen waagerechten Reihen sind jeweils die Hemmwerte abzulesen, die ein 

Pilzstamm, kultiviert auf 16 verschiedenen Pilzkulturfiltraten, erreicht. Die punktierten Felder geben 

einen Abfall, die gestreiften einen Anstieg des Hemmwertes an (vom Hoéchstwert der Hemmwerte des 

Normalfiltrates aus gerechnet). Leere Vierecke bedeutet unveriindert gegeniiber dem Normalwert. 
Uber die Bezeichnung der Pilzstiimme vgl. WALLHAUSSER (1951 a, 8. 201), 


stark zerstért, in 8 Fallen sank der Hemmwert auf Null ab. Die In- 
aktivierung betrug fast iiberall mehr als 50%. Samtliche Bakterien- 
staémme waren noch am Leben, bzw. lagen unversport vor. Das Filtrat 
von Stamm N erwies sich als sehr stabil; es wurde in der vorliegenden 


Konzentration nur von 5 Bakterien angegriffen. Die gleichen Bakterien- 
stimme reduzierten auch TTC. 
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2. Die Inaktivierung von Pilzhemmstoffen durch Pilze. 


Die Versuchsanordnung war die bei WALLHAUSSER, 1951a, S. 210 ff. be- 
schriebene. Das Filtrat der 7tagigen Kultur wurde gegen Bac. mycoides 
getestet. Die Ergebnisse sind in Abb. 2 zusammengestellt. Ein Beispiel sei 
herausgegriffen: Stamm A zerstért den Hemmstoff von E, G und M, hat 
aber keinen Einflu8 auf die aktive Substanz der Stiimme D, F, I, N und 
O. Auf Filtrat H tritt ein erzwungener Antagonismus ein (vgl. WALL- 
HAUSSER, 1951a, 8S. 225), denn der Hemmwert steigt von 2 auf 5 an. 

Aus Abb. 2 ist weiter zu ersehen, daB am stirksten die Filtrate von G 
(in 14 Fallen), D und E (in 13 Fallen), F und O (in 9 Fallen) und P (in 
8 Fallen) inaktiviert werden, wihrend die Filtrate von I und N gegen 
Pilze verhaltnismaBig stabil sind (senkrechte Spalten). Allerdings lat 
sich nicht entscheiden, ob z. B. bei der Kultivierung des Stammes N auf 
dem Filtrat von I, wobei ein Hemmwert von 13 erreicht wird, die aktive 
Substanz von I noch teilweise erhalten ist, oder ob es sich dabei aus- 
schlieBlich um den von N neu gebildeten Stoff handelt. Der Wert 13 ist 
gegentiber dem Normalwert von I um 1 gestiegen, liegt aber 7 mm unter 
dem Normalwert von Stamm N. Dieser wird am intensivsten durch die 
Filtrate E, F und P gehemmt. Den stirksten Abfall vom Normalwert 
zeigen die Stiémme I, M, N und O (waagerechte Reihen). Daraus geht 
also hervor, daB die ausgesprochenen Hemmstoffbildner I und N zwar ein 
sehr stabiles Filtrat haben, die Hemmstoffproduktion aber doch auch 
leicht von anderen Pilzen beeinfluBt wird. 


b) Inaktivierung des Hemmstoffes durch den Boden. 

Wie der auf S. 238 beschriebene Versuch zeigte, tibt auch der Boden 
einen bestimmten Einflu8 auf den Hemmstoff aus. Um dies naher zu iiber- 
priifen, wurden 7 verschiedene Béden (Tab. 2) herangezogen. Die einzel- 
nen Hemmstoffe wurden durch verschiedene Bodenfilter durchlaufen ge- 
lassen und das so erhaltene Filtrat gegen Bac. mycoides getestet. 


Tabelle 2. Hinige Angaben tiber die verschiedenen bodenproben. 


Gehalt an org. 
Herkunft der Bodenprobe PH Pee Substanzen 
% v.Gesamtgew. 
INRacelissteil le ea ee ee 3S ee 4,3—4,6 1,60 20,39 
‘Buchemwald Uae. siete . 5 ss me 4,8 0,69 eae 
Buchemwaldsserr 8s iaths ees 8 ee 4,9 0,54 7,16 
PB Uenen Wald, outer buseeeowias-n cae. <stee a; 56,14 24,81 
pichemwald:4-6...... Bart. 6 «3 okt Wao 43,70 33,21 
PNCKELWOU Cr aries Meeker) (lore eB 4 5,8 3,40 5,35 
TeGlmanl ivory 5 On Mea ce ROP ene 6,1 13,24 15,42 


Zur Herstellung eines Bodenfilters wurde ein Filterréhrchen benutzt, in das unten 
zunachst etwas Glaswolle, dariiber eine doppelte Lage Filtrierpapier und schlieBlich 
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eine 5 cm hohe Schicht des zu priifenden Bodens (lufttrocken und gut eingedriickt) 
gegeben wurde. Das so zubereitete Bodenfilter wird auf ein Absaugerdhrchen auf- 
gesteckt und mit 5 cm* Kulturfiltrat beschickt. Gepriift wurden auch hier wieder die 
starksten Hemmstoffbildner D, I und N. Die durchgelaufene Fliissigkeitsmenge 
wurde sofort in das Filterréhrchen zuriickgeschiittet und nach 1 Std Durchlauf der 
erste Testwert ermittelt, dem 2 weitere nach 24 und 60 Std folgten. Nach mehr- 
fachem Durchlauf war bei einigen Béden — besonders stark bei Buchenwald- 
boden 4 — der gréBte Teil der Fliissigkeit festgehalten worden. Um trotzdem die zur 
Durchfiihrung des Testes notwendige Fliissigkeitsmenge zu erhalten, wurde eine 
Saugpumpe benutzt. Davon wurde jedoch méglichst wenig Gebrauch gemacht, um 
eine Oxydation durch den Luftsauerstoff zu vermeiden. Die Priifung mit vor- 
geschalteten sauerstoffbindenden Filtern zeigte, daB nach 5 min Saugtiatigkeit — mit. 
und ohne Luftsauerstoff — der Hemmwert unverandert blieb. 

DaB aber trotzdem eine Inaktivierung durch Oxydationsvorginge méglich ist, 
werden spatere Versuche noch zeigen. Auch in der Literatur finden wir einige Bei- 
spiele daftir angegeben: 

So geht aus den bei WaxsMAN zu findenden Angaben hervor, da8 Gliotoxin 
durch Sauerstoffblasen bereits nach 5 min zerstért wird. Auch Penicillin und 
Flavacin werden nach HERREL-SCHULZE beim Schiitteln an der Luft inaktiviert. 

Neben den Bodenfiltern wurden Filter mit Aktivkohle, Aluminiumoxyd und 
CaCO, benutzt. 

Die Ergebnisse bringt Tab. 3—5. Das Filtrat von D (Tab. 3) wird 
bereits nach 1 Std von 4 verschiedenen Béden vollstaéndig inaktiviert, 
ebenso von Tierkohle 1. Dabei macht sich eine Aufhellung der Filtrat- 
farbe bemerkbar. Der Nadelwaldboden zerstért erst nach laingerer Zeit 
— und selbst dann — verhaltuismaéBig wenig. Keinen Einflu8 hat der 
Buchenwaldboden 4. 


Tabelle 3. Bodenfiltration mit 7 Tage altem Kulturfiltrat von Stamm D (Aspergillus 
terreus) getestet gegen Bac. mycoides. 


Farbe des Filtra- Radius d. Hemm- bzw. Férderungszone 
Filtereinlage tesnach dem Durchlauf nach 
1. Durchlauf 1 Std 24 Std 60 Std 

Nadelwaldboden hellbraun 6s 4s 4s 
Buchenwaldboden 1 farblos 0 0) 0 
Buchenwaldboden 2 gelblich 0 0 0 
Buchenwaldboden3 gelblich 0 0 0 
Buchenwaldboden4 hellbraun 68 6s 68 
Ackerboden gelblich 2 sd 2 sd 2sd 
Lehmboden farblos 0 0 0 
Sand + 5% 

Ackerboden mittelbraun 6s 6s 68 
Quarzsand... . mittelbraun 6s 68 6s 
Tierkohlel.... farblos 0 0 0 
Tierkohle 2 (alt). . hellbraun 4s 38 38 
AO Meats <5) oe gelb 38 38 38 
CaQOe a amen. oe gelb 5s 5s 53 
Normales Filtrat . mittelbraun 68 68 68 


Hinsichtlich der Bezeichnungen siehe WaALLHAUSSER (195la, S. 203) 
scharfe, d = diffuse Hemmzone, f = Férderzone. Zahlen: Radius der Zone in mm. 
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Bei dem Abfall des Hemmwertes nach 1 Std mu8B man annehmen, daB 
es sich ausschlieSlich um eine Wirkung des Bodens handelt, denn ein 
aktives Hingreifen der im lufttrockenen Boden vorliegenden Mikro- 
organismen ist zu diesem Zeitpunkt wohl kaum anzunehmen. Fiir die 
Zerstorung des Hemmstoffes gibt es daher nur folgende Méglichkeiten: 
1. Adsorption an den Boden; 2. Oxydation oder Reduktion durch im 
Boden vorhandene Stoffe ; 3. Beeinflussung durch den pg- Wert des Bodens. 


So tiben nach Waxksman und Wooprurr auch Humusbestandteile eine in- 
aktivierende Wirkung auf Actinomycin aus und es ist durchaus méglich, daB 
diese Stoffe auch bei den hier vorliegenden Versuchen eine gewisse Rolle spielten. 
Als Beispiel einer Oxydation sei eine Arbeit von Darnes angefiihrt, nach der eine 
von Trichoderma lignorum gebildete gegen Act. scabies aktive Substanz im 
Boden durch den dort vorhandenen Luftsauerstoff rasch zerstért wird. Die Be- 
deutung des pqy-Wertes geht schlieBlich aus den Angaben bei WALLHAUSSER (195la, 
S. 233) und aus Untersuchungen von ABRAHAM und DuTute hervor, nach denen 
die Wirkung basischer Antibiotica bei steigender Aciditaét des Mediums abnimmt. 


Man muB8 weiterhin annehmen, da durch die Anderung des py-Wertes 
zugleich eine Instabilisierung des Hemmstoffes erfolgt, der dadurch fiir 
die vorhandenen Organismen leichter angreifbar wird. Eine solche 
Wirkung kann sich aber friithestens nach 24 Std bemerkbar machen. 


Tabelle 4. Bodenfiltration mit 7 Tage altem Kulturfiltrat von Stamm I (Penicillium 
spec.) getestet gegen Bac. mycoides. 


Hinsichtlich der Bezeichnungen siehe Tab. 3. 


Farbe des Filtra- Radius d. Hemm- bzw. Férderungszone 
Filtereinlage tes nach dem Durchlauf nach 
1. Durchlauf 1 Std 24 Std 60 Std 

Nadelwaldboden gelb lls 8s 358 
Buchenwaldboden 1 gelblich 98 68 0 
Buchenwaldboden2 gelblich 98 58 0 
Buchenwaldboden3 gelblich 10s 68 0 
Buchenwaldboden4 gelbbraun 108 6s 0 
Ackerboden gelblich 8s 88 0 

Lehmboden gelbbraun 98 6s ls 

Sand + 5% 

Ackerboden goldgelb 128 128 128 

_ Quarzsand ann goldgelb 128 128 128 
Tierkohlel.... farblos 0 0 0 

Tierkohle 2 (alt). dunkelgelb 9s 6s 4s 

INO 6 or he Bre dunkelgelb 10s 8s 68 

CHUOs > ob 5 0 4 gelbbraun 10s 10s 8s 

Normales Filtrat . goldgelb 12s 12s 128 


Das Filtrat von Stamm I (Tab. 4) ist bedeutend stabiler als das von D. 
Hier tritt nach 1 Std bei allen Boden nur eine teilweise, sehr schwache 
Inaktivierung ein, und selbst nach 24 Std betragt der Abfall nur in einem 
der Falle mehr als 50%. Dagegen ist der Hemmwert nach 60 Std bei 
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5 Béden auf Null gesunken; bei den restlichen 2 liegt er bei 25° und 
darunter. Bei diesem Beispiel mu8 man wohl eine entscheidende Mit- 
wirkung der Mikroorganismen annehmen, so daf der eigentliche EinfluB 
des Bodens verhaltnismaBig gering ist. Die Farbe des Filtrates wird beim 
Passieren der Bodenfilter in den meisten Fallen heller (von goldgelb bis 
gelblich). Beim Durchlauf durch ein CaCO,-Filter tritt dagegen eine ~ 
dunklere Farbung ein, die also durch den Kalk — bzw. durch eine 
Anderung des pa-Wertes — hervorgerufen werden mu8. Der py-Wert 
steigt von 4 auf 6,9. Man kénnte nun daraus weiter folgern, da bei den 
ibrigen Béden die Dunkelfarbung auf deren Kalkgehalt zuriickzufiihren 
ist. Dies trifft zwar fiir einige Falle zu, aber nicht fiir alle. So unter- 
scheiden sich die Buchenwaldbéden 3 und 4 nur geringfiigig in ihrem px- 
Wert und liegen auch hinsichtlich des Kalkgehaltes etwa in der gleichen 
GroBenordnung; trotzdem tritt bei dem ersten der beiden Béden keine 
Dunkelfairbung ein, sondern sogar noch eine Aufhellung. Danach miissen 
also auch noch andere Faktoren eine Rolle spielen. Man kénnte an- 
nehmen, daB ein teilweises Auswaschen der Humussubstanz ebenfalls 
einen dunkleren Farbton hervorruft. Die gleichen Beobachtungen wurden 
auch bei Stamm N gemacht. 

Gerade dieser Stamm N (Tab. 5) fiihrt uns noch eine weitere inter- 
essante Erscheinung vor Augen. Schon bei dem ersten Test fallt auf, daB. 
bei einem Alter der Testplatte von 12—18 Std eine stark ausgeprigte. 
Wallbildung bzw. Forderung (Zeichen f) auftritt. Zunachst kénnte man. 


Tabelle 5. Bodenfiltration mit 7 Tage altem Kulturfiltrat von Stamm N (Penicillium 
expansum) getestet gegen Bac. mycoides. 


Farbe des Filtra- Radius der Hemm- bezw. Férderungszone 
Filtereinlage tes nach dem Durchlauf nach 
1. Durchlauf 1 Std 24 Std 60 Std 
Nadelwaldboden dunkelbraun | 6s 4f 4s 5f 38 8f 
Buchenwaldboden 1 gelblich 28 2sd 2f 28s 5f 28 5f 
Buchenwaldboden 2 dunkelgelb 4s 3sd 2f 2s 5f 28 5f 
Buchenwaldboden3 gelblich 4s 4sd 2f 6f 6f 
Buchenwaldboden 4 dunkelbraun ls 5f Th at 
Ackerboden gelbbraun 2sd 3f ee fie 
Lehmboden gelbbraun 38 4f ls 6f ls 6f 
Sand + 5% 
Ackerboden hellgelb 4s 3sd 2f 4s 5f 4s 5f 
Quarzsand. . . gelb Oselit Os lf 9s lf 
Tierkohlel. ... farblos 0 0 0 
Tierkohle 2 (alt). . hellgelb 38 4f 9f of 
ALOE Gee Gee pee dunkelgelb | 10s 9s 38 
(ONGON BPS ae dunkelbraun | 9s 8s 48 
Normales Filtrat gelb 9s (9s 1f) 9s 1f 9s 1f 


Hinsichtlich der Bezeichnungen siehe Tab. 3. 
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annehmen, da es sich hier um die Wirkung des Hemmstoffes in niederer 
Konzentration handeln wiirde, der, wie bereits frither (WALLHAUSSER, 
1951la) beschrieben, eine solche Erscheinung auslésen kann. Demgegen- 
tiber fallt auf, daB sowohl bei dem Vital- als auch dem Filtrattest mit 
Stamm N der dabei ausgebildete Wall nie breiter ist als 3 mm. Hier 
aber miBt er nach 1 Std Durchlauf bei dem Nadelwaldboden 4 f, bei 
Buchenwaldboden 4 5f und bei dem Lehmboden ebenfalls 4 f. Diese 
Erscheinung wird noch deutlicher nach 24 Std Durchlauf. Die Wallbreite 
betragt dann bei den ersten 3 Béden 5 f, wihrend bei den nachfolgen- 
den 3 tiberhaupt keine Hemmung mehr auftritt, sondern nur noch eine 
Férderungszone sichtbar ist. Selbst bei dem Quarzsand, dem noch 5% 
Ackerboden zugemischt war, ist eine sehr starke Wallbildung vorhanden. 
Nach 60 Std tritt gegeniiber diesem Stand keine weitere Veranderung 
ein. Die Tierkohle 1 adsorbiert den Hemmstoff bereits nach dem ersten 
Durchlauf, wahrend Tierkohle 2 (hierbei handelt es sich um einen alteren 
Vorrat an Tierkohle, der wohl groBtenteils inaktiviert ist) nach 24 Std 
ebenfalls eine 9 f-Zone zeigt. 

Wie kommt es nun zur Bildung dieser Forderungszone? — Es ware 
zunachst denkbar, daB 2 verschiedene Stoffe vorliegen, von denen der 
eine hemmend wirkt und mehr oder weniger durch den Boden adsorbiert 
wird, wahrend der andere Stoff fordert und durch das Bodenfilter durch- 
geht. Bei der Aktivkohle 1 miSten dann beide Stoffe gleichzeitig 
adsorbiert werden. Eine weitere Méglichkeit wire, daB der Hemmstoff 
durch irgendwelche Einfliisse derart verindert wird, daB er nun direkt 
oder indirekt fordernd auf den Testorganismus wirkt. 

Um hier eine Entscheidung herbeizufiihren, wurde das normale Filtrat 
zunichst mit verschiedenen Reagentien behandelt, um nach Moglichkeit 
die gleiche fordernde Wirkung hervorzurufen. Dabei zeigte sich (Tab. 6), 


Tabelle 6. Verdnderung eines Hemmstoffes durch Oxydation. 


Hemmzone nach 
Filter 
12 Std 24 Std 
Normales 
Filtrat . 5s 5s 
Tierkohle 1 . 0 @) 
Tierkohle 2 . 0) 8f 
KMn0, 0 14f 


Bezeichnungen siehe Tab. 3. 


daB in Gegenwart kleiner Mengen KMnQ, eine Oxydation eintrat und das 
Filtrat anschlieBend eine stark ausgepragte Forderungszone aufwies (14f), 
die sich am deutlichsten nach 24 Std hervorhob und bereits nach 12 Std 
mit TTC nachweisbar war. Das normale Filtrat ist in der vorstehenden 
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Versuchsreihe einer 3 Tage alten Kultur von Stamm N entnommen, daher 
der niedrige Hemmwert. Die weiteren Vergleiche sind ebenfalls mit dem- 
selben Filtrat durchgefiihrt. Eine frisch zubereitete, unbewachsene Pilz- 
nahrlésung (CzapEK-THom) laBt sich mit KMnO, nicht  beeinflussen, 
sondern farbt sich violett. 

Zu entscheiden war weiterhin, ob diese Férderung einem besonderen 
Stoff oder einem Hemmstoff in niederer Konzentration zuzuschreiben ist. 
Beim Herstellen einer Verdiinnungsreihe (WALLHAUSSER, 195la) war 
bei den dort angewandten Konzentrationen keinerlei Férderung fest- 
zustellen. Dennoch wurde die Ein- 
engung einer mit KMnO, oxydierten 
Filtratmenge auf 1/; des Ausgangs- 
volumens an- 
schlieBend ausgetestet. Der so erhaltene 
Testwert 3s 3 sd 16 f! zeigt, da der 
Hemmstoff noch teilweise vorhanden 
war, aber auch eine VergréRerung der 
Forderungszone (14 f—16 f) eintrat. 
Wird das Filtrat noch starker oxydiert — 
bis die tiberstehende Lésung fast farb- 
los ist — so erhalt man eine 18 f-Zone. 
Danach ware anzunehmen, da es sich 
Stoff handelt, 


vorgenommen und 


Abb. 3. Wirkung der Bodenfiltration auf um einen fdordernden 


den Hemmstoff von Pen. expansum (ge- 


testet gegen Bac. mycoides.) Oben normales 
Filtrat (9s + 1f), reehts Buchenwald 4 
(1s + 5f), unten Buchenwald 2 (4s +4 


der mit anhaltender Zerst6rung des 
Hemmstoffes (durch Oxydation) um 
so stirker in Erscheinung tritt. Ob 


3sd-+- 2f), links Sand und Ackerboden 

(48 -+ 38d -+ 2f). nun dieser fordernde Stoff durch den 
Pilz im Verlauf der Kultur gebildet 
wird, oder erst durch die Oxydation aus dem Hemmstoff entsteht, konnte 
nicht nachgewiesen werden. Doch konnte ich inzwischen zeigen (WALL- 
HAUSSER, 1951 b), daf Patulin (der von diesem Pilz gebildete Hemm- 
stoff) nach Oxydation eine fordernde Wirkung ausiibt. 

Diese oben gegebenen Beispiele lassen im Vergleich zu der Inaktivie- 
rung der Hemmstoffe durch Mikroorganismen einen gewissen — durch 
die Natur geschaffenen — Ausgleich erkennen. Wihrend Pilze und 
Bakterien den Hemmstoff von N — in der normalerweise in kiinstlichen 
Kulturen vorliegenden Konzentration — nur selten zu zerstéren ver- 
mogen, wird dieser Stoff bei der Bodenfiltration am auffilligsten ver- 
indert und es zeigt sich deutlich, daB hier der Boden eine gewisse 
, Schutzfunktion’: iibernimmt. Abb. 3 gibt einen Uberblick iiber die 
zuletzt beschriebenen Versuche. 


' Bezeichnungen siehe Tab. 3. 
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In der Literatur ist man durchaus geteilter Meinung hinsichtlich der anta- 
gonistischen Tatigkeit im Boden. Es wechseln Falle, bei denen die ‘in kiinstlicher 
Kultur gewonnenen Ergebnisse ohne weiteres auf die natiirlichen Verhaltnisse tiber- 
tragbar sind, mit solchen, bei denen im sterilen Boden noch eine Hemmstoff- 
produktion stattfindet, die aber dann im Naturboden unterdriickt wird. Ein solches 
Beispiel gibt uns NakurmovsKaJa, die bei ihren Untersuchungen feststellen konnte, 
daB ein Actinomycet auf der Testplatte das Wachstum von Bac. mycoides hemmt, im 
Boden aber nicht dazu in der Lage ist. Weiterhin berichtet Konisu1, da& die 
Wirkung einiger aus Boden isolierter Antagonisten gegen Knéllchenbakterien am 
geringsten im Boden selbst ist. Auch die Untersuchungen von Darnes sowie 
Broavroot bestiatigen diese Tatsache. 

Im Gegensatz dazu sind aber auch zahlreiche Angaben vorhanden, nach denen 
das Wachstum bestimmter Organismen im sterilen Boden besser ist als am natiir- 
lichen Standort. Hier miiSte man nun wieder annehmen, da8 dieser Unterschied 
durch die antagonistische Tatigkeit der Begleitorganismen hervorgerufen wird. Als 
Beispiele seien genannt: Eine Untersuchung von FRED, nach der Kndllehenbakterien 
besser im sterilen Boden wachsen als im natiirlichen. Ebenso will Kressiina 
beobachtet haben, daf gewisse Gegenbakterien den Kartoffelschorf im Ackerboden 
unterdriicken konnen. WINTER machte die gleiche Feststellung bei Ophiobolus und 
konnte den Nachweis erbringen, da die durch den Boden ausgeiibte Hemmung 
durch teilweise Sterilisation aufgeboben wird. 


Schon aus diesen wenigen Beispielen geht hervor, wie verschieden die 
einzelnen Ergebnisse sind. Nach den auf §. 241 ff gebrachten Unter- 
suchungen ist es aber leicht erklarlich, daB in dem einen Boden durchaus 

» Erfolge erzielt werden konnen, die an anderer Stelle wieder ausbleiben. 
Es ist eben nicht der Antagonist allein daftir verantwortlich, sondern 
auch in hohem Mae die Zusammensetzung des Bodens und der Begleit- 
organismen. Weiterhin spielt auch der Zeitfaktor und die Kraftever- 
teilung eine entscheidende Rolle. 


So konnte beispielsweise NAKHIMOVSKAJA nachweisen, dafi ene Hemmung aus- 
bleibt, wenn man den Antagonisten gleichzeitig mit dem Testbakterium in den 
Boden einimpft, sich aber einstellt, sobald der Hemmstoffbildner einen gewissen 
Vorsprung hat (siehe hierzu auch die Ergebnisse oben S. 248). 


II. Der direkte Nachweis der antagonistischen Titigkeit im Boden. 


Es ist nun noch der Nachweis zu erbringen, wie weit die im Experiment 
gemachten Feststellungen sich auf die tatsichlichen Verhaltnisse am 
natiirlichen Standort tibertragen lassen. Dazu bedienten wir uns der von 
Winter beschriebenen verbesserten Cholodnyplatten-Methode. Aber 
auch dieser Methode haftet noch ein oft beklagter Nachteil an (Hopr, 
WAKSMAN, WINTER u.a.), denn sie gestattet nicht, zu entscheiden, ob die 
vorliegenden Organismen leben oder tot sind. Und gerade diese Aussage 
ist fiir die Beurteilung der antagonistischen Verhaltnisse auf Cholodny- 
platten — und somit am natiirlichen Standort — unerlaBlich. Im 
folgenden soll daher versucht werden, eine Entscheidung in dieser Frage 


herbeizufiihren. 
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Gro8e Petrischalen mit einem Durchmesser von 20 em und 5—7 em Héhe wurden 
mit 1000 em? Sand, bzw. Erde (lufttrocken) beschickt und mit der frither (WALL- 
HAUSSER, 195la, S. 221) beschriebenen Nahrlésung angefeuchtet (max. Feuchtig- 
keitsgehalt 40%). Zum Vergleich wurden 3 verschiedene Versuchsreihen angesetzt: 
1. Sand steril; 2. Ackerboden steril (beide 3mal 20 min bei 2,5 Atm. sterilisiert) ; 
3. Ackerboden unsteril. 

Fiir die vorliegende Untersuchung wurde die Gegeniiberstellung Penic. expan- 
sum | Bac. mycoides gewaihlt. Die Einimpfung der beiden Organismen erfolgte 
entweder gleichzeitig oder mit zeitlichem Abstand, und zwar bei den Bakterien 
durch Einsprithen, Abklatschen oder Auftupfen; bei dem Pilz durch Sporenaussaat 
oder Mycelstiickchen. Sollte der eine Organismus einen zeitlichen Vorsprung haben, 
so wurde er auf den Objekttrager aufgeimpft, dieser eingegraben und nach einer Vor- 
kultur von 3—5 Tagen in eine frisch mit dem Gegenspieler beimpfte Schale tiber- 
tragen. Um die topographische Lage der Organismen auf den Aufwuchsplatten 
méglichst wenig zu stéren, war es notwendig, zunachst eine geeignete Praparations- 
methode zu finden, die ein Abschwimmen von Bakterien (bei dem Farbevorgang) 
verhindert. Nach verschiedenen Versuchen, die Cholodnyplatten mit einem Kollo- 
diumhautchen oder einer diinnen Agarschicht zu bedecken, erwies es sich als vor- 
teilhaft, einen diinnen Agarfilm aufzuspriihen. Hierzu wurde ein kleines Spriih- 
rdhrchen verwendet (Diisendurchmesser 0,2 mm), wie es in der Heilpraxis zu In- 
halationszwecken benutzt wird. Die nach verschiedenen Zeitabstanden dem Boden 
entnommenen Platten werden zunachst durch vorsichtiges Klopfen (auf der un- 
bewachsenen Seite) von den anhaftenden groben Bodenteilchen befreit und an- 
schlieBend mit der Schichtseite nach unten im aufsteigenden Spriihregen mit einer 
hauchdiinnen Agarschicht bedeckt (0,759 iger Agarnahrboden wird heif in das 
Spriihrohrchen eingefiillt). 


a) Die Beurteilung der Verhidltnisse ohne Férbeverfahren. 


Die charakteristische Wuchsform des Bac. mycoides erméglicht es uns, 
diesen aus der Fiille der andern Organismen herauszukennen. Es geniigt 
bereits, wenn man eine mit Agar bespriihte Cholodnyplatte 12 Std bei 
30°C bebriitet, um festzustellen, ob die in der Nahe der Pilzhyphen 
liegenden Bakterien abgetétet sind oder nicht. Wir erhalten auf diese 
Weise ein Bild, wie wir es von der Testplatte her kennen. Nach dieser 
Methode war eine Hemmzone allerdings auch nur bei der Kultivierung im 
Sand und bei einem zeitlichen Vorsprung des Antagonisten feststellbar. 
Ks zeigte sich, daB die in kiinstlicher Kultur gewonnenen Ergebnisse 
durchaus auf die natiirlichen Verhiltnisse iibertragbar sind. Die Aus- 
bildung einer Hemmzone ist auch hier von der Einsaatmenge abhingig, 
d. h., von einem zeitlichen Vorsprung des Antagonisten, da ja ein gleich- 
zeitiges Kinimpfen dieselben Verhiiltnisse schafft, wie eine héhere Impf- 
menge bei einem zeitlichen Vorsprung des Antagonisten. Eine niedere 
Hemmstoffkonzentration zeigte auch hier eine stimulierende Wirkung. 


Man kénnte nun den Einwand erheben, da diese Methode zu kiinstlich 
sei, daB durch das Bebriiten und die Agarschicht Verhiltnisse geschaffen 
werden, wie sie auch auf der Testplatte vorliegen, und dadurch erst — 
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infolge der Hemmstoffdiffusion im Agar — diese Zonenbildung hervor- 
gerufen wird. Es wurde daher versucht, ein Verfahren zu finden, das diese 
Mangel nicht aufweist. 


b) Die Fluorochromierung von Cholodnyplatten. 


Die von StruGGER beschriebene Methode zur Fluorochromierung von 
Béden eignet sich fiir unsere Zwecke nicht, da sie mit Bodensuspensionen 
arbeitet und lediglich fiir die quantitative Erfassung der Bodenmikro- 
flora gedacht ist. 


Es wurde daher im folgenden versucht, Cholodnyplatten zu fluorochromieren. Bei 
der Herstellung der Praparate, die unmittelbar nach der Herausnahme aus dem 
Boden mit einem Agarfilm iiberspriiht und gefarbt wurden, erwies es sich als vorteil- 
haft, dem fliissig gemachten Agar (0,75%) sofort die zur Fluorochromierung not- 
wendige Acridinorange-Lésung in einer solchen Menge zuzusetzen, daB eine Kon- 
zentration von 1: 10000 entsteht. Unmittelbar nach dem Uberspriihen mit dieser 
Lésung erfolgte die mikroskopische Beobachtung unter Verwendung eines UV-Licht- 
Fluorescenzmikroskopes. Als Lichtquelle diente eine in dem Wellenbereich von 
300—400 my intensiv strahlende Kohlenbogenlampe. Am giinstigsten erwies sich 
die Benutzung von Okular 12 und Objektiv 30 (360fache VergréBerung). Weiterhin 
ist es von Vorteil, Deckglaser als Aufwuchsplatten zu verwerten und diese nach dem 
Aufspriihen des Agars mit der Schichtseite nach unten auf einen diinnen Objekt- 
trager aufzulegen. Der Agarfilm stort die Beobachtung keineswegs. Die stark griin, 
bzw. rot fluorescierenden Bakterien heben sich scharf von dem blaB graublau 
erscheinenden Agar ab. Die auskeimenden Sporen und lebenden Pilzhyphen 
fluorescieren .griin und zeigen in alterem Stadium gelb bis rot leuchtende Kin- 
lagerungen. Tote Pilzhyphen sind tief rot gefarbt. 

Um in der Beurteilung des jeweiligen Vitalititsgrades ganz sicher zu gehen, 
wurden gleichlaufend Praparate von gleichaltrigen — auf kiinstlichen Nahrbdden 
gezogenen — Organismen, die in eine Bodenaufschwemmung eingebracht und nach 
der TTC-Methode (WaALLHAUSSER) gefarbt wurden, mit zum Vergleich heran- 
gezogen. Dies geschah, um die von BuCHERER herausgestellten Nachteile aus- 
zuschlieBen. 

Da nach den Angaben von StRUGGER grampositive Bakterien den Membraneffekt 
zeigen, wurde zunachst an Stelle des Bac. mycoides der Stamm 3 verwendet. Spater 
stellte sich jedoch heraus, daB der erstgenannte Organismus keinen Membraneffekt 
aufwies. 

Die so hergestellten Praparate ergaben folgendes Bild: An griin 
fluorescierenden Einzelhyphen des Pilzes finden wir haufig dichte 
Bakterienanlagerungen. Hier muf also die geringe Hemmstoffmenge 
wieder stimulierend wirken, wihrend in der Nahe der aufgelegten, aus 
einer Wiirzeagar-Platte ausgestanzten Mycelscheibe, tote Bakterien an- 
zutreffen sind. Bei stairkeren Hyphenansammlungen liegt der gréBte Teil 
der Bakterien versport vor, neben einigen rot gefairbten (toten) Stabchen. 
Die Sporen fluorescieren blaugrau bis blaugriin und sind in dem vor- 
liegenden Falle nicht abgetétet, was aus der Tatsache hervorgeht, dal sie 
nach 12 Std Bebriitung auskeimen. Wurden Bakterien und Pilze gleich- 
zeitig eingeimpft, so war keinerlei Schidigung festzustellen. Hier mubten 
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sich also die Bakterien bereits lebhaft vermehrt haben, so daB die mit 
Einsetzen des Pilzwachstums gebildete Hemmstoffmenge nicht mehr zu 
einer Schidigung ausreicht, sondern eher stimulierend wirkte. Auch die 
Gegeniiberstellung von Pseudomonas fluorescens und Bact. vulgare| Penic. 
expansum zeigte dieselben Ergebnisse. 

Im allgemeinen war eine Schidigung der Organismen im sterilen Sand- 
boden hiiufiger zu beobachten als im unsterilen Ackerboden. Die Griinde 
hierfiir haben wir bereits im Rahmen der vorstehenden Versuche erértert. 
Auch der Feuchtigkeitsgrad des Bodens ist von nicht zu unterschatzender 
Bedeutung. Hierbei mu8 man annehmen, da bei zu geringer Feuchtig- 
keit die Hemmung nur auf den engsten Raum beschrankt bleibt, wahrend 


. 
: 


| 
- 
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bei zu hohem Feuchtigkeitsgehalt eine Verdiinnung des Hemmstoffes und — 


damit eine Férderung der Bakterien eintritt (nach Beobachtungen im — 


Sandboden). 


AbschlieBend kann gesagt werden, daB die vorstehende Methode im 
Rahmen der experimentellen Versuche sehr gut zu einer Vitalititsdiagnose 


¥ 
j 


| 


benutzt werden kann. Dariiber hinaus hat sie gegeniiber dem von StruG- 


GER beschriebenen Verfahren den Vorteil, dafB sie einen Einblick in die 
natiirlichen Lageverhaltnisse gestattet. 


Bei der Fluorochromierung der aus natiirlichem Boden eingebrachten 
Cholodnyplatten ist eine Vitaldiagnose schon schwieriger, da hier un- 
kontrollierbare Organismen vorliegen, von denen man nicht weiB, ob sie 
den Membraneffekt zeigen oder nicht. In diesem Falle kann es dann 
durchaus vorkommen, da man noch lebende Organismen — infolge der 
durch den Membraneffekt bedingten Rotfarbung — als abgetétet ansieht. 
Fiir Pilze gilt diese Einschrankung nicht und gerade hier diirfte diese 
Methode noch manchen AufschluB bringen. 


Zusammenfassung. 


Die Inaktivierung der 3 stiirksten Pilzhemmstoffe durch die 23 isolier- 
ten Bakterien, ebenso die Zerstérung der einzelnen Pilzhemmstoffe durch 
die 16 verschiedenen Pilze, wurde gepriift. 

Mit Hilfe von Bodenfiltern wurde die Beeinflussung einiger Hemmstofte 
durch verschiedene Béden untersucht. Dabei konnte in mehreren Fallen 
bereits nach dem ersten Durchlauf eine mehr oder weniger starke Zer- 
storung des Hemmstoffes festgestellt werden. 


Die Wirkung des Filtrats von Penicillium expansum schlug bei der 
Bodenfiltration in einigen Fallen um und rief nach anfinglicher 
Hemmung nun eine férdernde Wirkung bei dem als Teststamm benutzten 


Bac. mycoides hervor. Die gleiche Wirkung konnte durch Oxydation des 
Filtrats mit KMnO, erreicht werden. 
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Die von Srruccer eingefiihrte fluorescenzmikroskopische Methode 
wurde erstmalig zur Farbung von Cholodnyplatten benutzt. Die Vor- und 
Nachteile dieses Verfahrens werden herausgestellt. 
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Zur Frage der Keimfreiheit 
der Muskulatur lebender Su8wasserfische. 


Von 
N. MALTSCHEWSKY und W. PARTMANN. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 8. Januar 1951.) 


Fiir den Verderb von Frischfisch spielen mikrobiologische Vorgange 
eine wesentliche Rolle. Die Bekampfung der mikrobiellen Veranderungen, 
deren Unterbindung wir uns zum Ziel gesetzt haben, erfordert zuvor die 
Beantwortung der Frage nach der Sterilitiit der Muskulatur des lebenden 
Fisches, da durch hygienische MaBnahmen und Anwendung bactericider 
Mittel nur die Oberflachenteile in ausreichendem MaBe erfaBt werden 
konnen. Die Priifung auf Keimfreiheit ist insofern wichtig, als die etwa 
vorhandenen Bakterien je nach ihren proteolytischen Eigenschaften fir 
die Fischlagerung von Bedeutung sein kénnen. Ausschalten kénnte man 
diese Mikroorganismen weder durch Kiihllagerung in nichtgefrorenem 
Zustand, noch durch bactericide Mittel. Die Anwendung tiefer Lager- 
temperaturen vermochte nur ihr Wachstum zu hemmen. Die Frage nach 
der Sterilitaét soll daher zunachst als erste in einer Reihe der von uns 
geplanten Untersuchungen gepriift werden. 

Die gestellten Aufgaben greifen in mikrobiologische und zoologische 
Gebiete. Zu ihrer Lésung schien es uns daher wiinschenswert, Gesichts- 
punkte beider Fachrichtungen miteinander zu verkniipfen. Speziell die 
Herstellung der Reinkulturen und die Diagnose der beschriebenen 
Bakterienstéamme wurden von der Erstgenannten (N. MALTSCHEWSKY) 
durchgefihrt. 


I. Literaturiibersicht. 


Von den zahlreichen Arbeiten iiber die Mikroflora der Fische seien einige erwahnt, 
die fiir unsere Untersuchungen besonders wichtig sind. M. M. F. Srewart isolierte 
aus dem Oberfliachenschleim und dem Verdauungskanal von Seefischen Angehdérige 
von Achromobakterien, Flavobakterien und Pseudomonas. Auffallend ist, daB nur 
relativ wenige Bacillen gefunden wurden. Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch 
N. KE. Grepons. Das gelegentliche Vorkommen von sporenbildenden Formen wie 
auch Angehérigen der asporogenen Coliart wird von beiden Verfassern auf Verun- 
reinigungen zuriickgefiihrt, die unter anderem durch die Nahe des Ufers zum Fangort 
bedingt sein kénnen. E. Huss isolierte aus dem Oberflachenschleim des Kabeljaus Ver- 
treter folgender Bakteriengattungen: Psewdomonas, Flavobacterium, Achromobacter. 

M. Kimara zeigte, daB fiir den Verderb der sogenannten ,,halbgetrockneten“ 
Speisefische die im Wasser verbreiteten Bakteriengattungen Pseudomonas, Achro- 
mobacter und Flavobacterium von groBer Bedeutung sind, da sie sich nach dem 
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Absterben der Fische schnell verbreiten und als Saprophyten das Fleisch abbauen. 
Auch dieser Autor spricht den sporenbildenden Bakterien keine wichtige Rolle zu. 
Nach F. C. Harrison ist die bei der Lagerung von Heilbutten haufig beobachtete 
griin-gelbe Verfarbung, die meist von einem Weichwerden des Fleisches begleitet 
ist, auf die Gegenwart von Pseudomonas fluorescens zuriickzufiihren. Bei den librigen 
von dieser Fischart isolierten Bakterienstammen handelt es sich nach Meinung der 
Verfasser um natiirlich im Wasser vorkommende Arten. Bakterien der gleichen 
Gattungen fand auch J. R. Sanporn. Bei geraucherten Fischen fand F. ScHONBERG 
als wichtige, die feuchte Faulnis hervorrufende Mikroorganismengruppe die typi- 
schen Wasserbakterien. Die Trockenfaulnis soll dagegen durch Mikrokokken und 
unsachgemafe Behandlung des Fischmaterials hervorgerufen werden. 


Schon aus dieser kurzen Ubersicht ist zu ersehen, daB die normale Bakterienflora 
des Oberflachenschleims der Seefische ziemlich konstant ist. Die bisher zitierten 
Verfasser sowie J. E. Sow und P. J. Boarp, ferner K. KLOcKNER sowie Wt. N. 
Markorr stimmen darin iiberein, daB sich unter diesen Formen selten sporen- 
bildende Bakterien befinden und diese nicht typisch fiir die normale Fischinfektion 
sind. Die erwahnten Bakterienstimme von asporogenemTypus diirfen als die 
wichtigsten Fischverderber angesehen werden. Hierfiir sprechen auch die Unter- 
suchungen von Fr. Licks und W. Scuwarvtz, die wahrscheinlich machen, da8 die 
Infektion des Muskelinnern von den Fischoberflachen her erfolgt, daB aber neben 
Vertretern der Mikroflora des Oberflachenschleims auch haufig Darmbakterien an 
der Fischzersetzung beteiligt sind. Fr. Lickn und E. Frercxs fanden auferdem, 
da zu jedem untersuchten Zeitpunkt der Fischlagerung die Keimverteilung von der 
Oberflache zum Muskelinnern hin abnimmt. Auch bei gelagerten SiiBwasserfischen 
glaubten Tu. ZEIseR und W. Scuwartz eine Identitit der das Fischverderben 
bewirkenden Mikroorganismen mit den vor dem Abtéten vorhandenen Oberflichen- 
keimen feststellen zu kénnen. 

Die bisher erwahnten Verfasser behaupten entweder, da8 das Muskelinnere 
des lebenden gesunden Fisches steril oder zumindest keimarm ist, oder sie 4uBern 
sich zu dieser Frage iiberhaupt nicht. H. Bruns sowie N. E. Gippons halten das 
Fleisch gesunder Fische fiir steril. Auch A. C. Huntsr stellte fest, daB die Musku- 
latur des frischgefangenen Lachses keimfrei ist; nach dem Tode sollen die inneren 
Organe von den Kiemen her durch die BlutgefaBe infiziert werden. B. KE. PRocTor 
und I. T. R. Nickerson fanden in den Muskeln und dem Blut gleich nach dem Fang 
gefrorener Schellfische keine Bakterien. Die Muskulatur des lebenden Herings soll 
nach vy. AscHEHOUG und R. VesTEeRHuS ebenfalls keimfrei sein. Die Verfasser 
zitieren eine Arbeit von A. H. Gzn, wonach von diesem Autor in der Muskulatur von 
5 unter 45 untersuchten lebenden Fischen Organismen gefunden wurden, von denen 
Bac. mesentericus die haufigste Form war; leider war uns die Originalarbeit nicht 
zuganglich. Wenn J. R. SANBORN von gewissen Bakterienformen als ,,invaders* 
oder ,,inhabitants of fishmuscle“ spricht, laBt er zumindest die Frage offen, ob die 
Muskulatur des lebenden Fisches steril oder nicht keimfrei ist. DaB eine Infektion 
des Muskelinneren der Fische ohne sichtbare Dauerschadigung durchaus denkbar 
ist, geht aus den experimentellen Untersuchungen von F. DuraN-REYNALS und 
H. J. CuavsEn hervor. Sie stellten fest, daB nach Einimpfen eines aus einer Eidechse 
isolierten Bakterienstammes von Serratia anolium in einen Katfisch, dieser wohl eine 
vortibergehende Hauterkrankung aufwies, spater aber bei Erhaltung der Infektion 
keine pathologischen Erscheinungen mehr zeigte. 

Es ist nicht tiberraschend, da8 Mikroorganismen in der Muskulatur als Erreger 
von epidemischen Krankheiten unter verschiedenen Fischarten vorkommen k6nnen. 
S. UxricH zitiert eine Reihe von Arbeiten iiber pathogene Bakterien, die Fisch- 
seuchen verursachen. Meistens handelt es sich dabei um Vertreter der Proteus- 
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(Gruppe. Auch M. PLeHn sowie W. Scuiperciavs beschreiben als hervorragende 
Kenner der Fischkrankheiten eine Reihe von Infektionen bei diesen Kaltbliitern. 
Wenn M. PLeHn auch ganz besonders auf Fehldiagnosen, die durch Untersuchung 
‘von ,,Fischleichen“: gestellt wurden, hinweist und sich nachgewiesenermaBen bei 
den Fischen gegen viele Bakterien Immunitat herausbilden kann, konnten doch eine 
Reihe von latenten Infektionen der Muskulatur und des BlutgefaBsystems fest- 
gestellt werden, die, erst durch auBere Einfliisse aktiviert, eine sichtbare Schadigung 
erkennen lassen. Sie betont, wie auch W. ScHApERcLAUS, daB besonders eine den 
natiirlichen Verhaltnissen widersprechende Halterung und die Laichzeit, die bei der 
groBen physiologischen Inanspruchnahme des Fischkérpers zum Verlust der 
normalen Widerstandsfahigkeit fiihren kann, haufig ruhende Infektionen zur akuten 
Erkrankung werden lassen. Bei dem haufigen Befall der Fischmuskulatur mit 
Nematoden und Cestodenlarven ist es kein Wunder, daB bakterielle Infektionen der 
Organsysteme erfolgen kénnen, wie sie auch von W. ScHAPERCLAUS beschrieben 
werden. Interessant ist ferner, da8 der letztgenannte Autor haufig feststellte, daB 
neben dem eigentlichen Krankheitserreger als Sekundarinfektionen noch andere 
Bakterienarten vorhanden waren. 


Aus der gegebenen Literaturiibersicht geht hervor, daB auf Grund der 
vorliegenden Befunde die Frage, ob die Muskulatur des lebenden 
Fisches steril ist, nicht eindeutig beantwortet werden kann. 


Bei einer genaueren vergleichenden Betrachtung der fiir die Fischzersetzung 
maBgebenden und bisher bei den Fischen gefundenen Bakterienarten fiel uns auf, 
daB sie, wenn die relativ selten vorkommenden, fiir Fische pathogenen Arten un- 
beriicksichtigt bleiben, in 3 dkologisch-physiologische Gruppen eingeteilt werden 
k6nnen: 

1. Menschenpathogene (parasitische) Bakterien, wie Erreger von Darmkrank- 
heiten, z. B. Bacterium typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae usw., die das Fisch- 
fleisch ungenieBbar machen kénnen, aber als sekundére Verunreinigungen auf- 
zufassen sind. 

2. Faulnisbakterien (Saprophyten), die normalerweise in Wasser und daher auch 
bei hygienisch einwandfrei behandelten Fischen nicht vorkommen, aber doch durch 
Luft, Behandlung und Verpackung nach dem Fange auf den Fisch tibertragen 
werden kénnen. Zu diesen unerwiinschten Infektionen gehéren die sporenbildenden 
Bazillen (besonders aus der Verwandtschaft von Bac. subtilis), Sarcinen, einige 
Mikrokokken und asporogene Bakterien. 

3. Wasserbakterien, die physiologisch und 6kologisch besonders gut an ihr 
natiirliches Nahrsubstrat, das Wasser, angepaBt sind und gewoéhnlich auf der Ober- 
fliche und im Schleim der Fische vorkommen. Da sie meist eiweiBzersetzend wirken, 
spielen sie fiir den Fischverderb eine wichtige Rolle. Nach K. KLOcKNER kénnen die 
Wasserbakterien wieder in 3 Unterabteilungen gegliedert werden, von denen die 
haufig zu Beginn der Fischlagerung stark in Erscheinung tretenden Phosphores- 
centen auf die Zersetzungsprozesse wenig EinfluB haben, ja geradezu als Antagoni- 
sten der beiden anderen, der Fluorescenten und Flavobakterien, aufgefaBt werden. 

Die Einwirkung der beiden ersten Gruppen kann im allgemeinen durch einwand- 
freie hygienische und sachgemaBe Behandlung unterbunden werden. AuBerdem ist 
es méglich, das Wachstum der Faulniserreger durch Anwendung einer méglichst 
liickenlosen Kiihlkette vom Fang bis zum Verbrauch zu verhindern, da das Minimum 
ihrer Entwicklung fast immer iiber 0° C liegt. 

Anders liegen die Verhiltnisse bei den fiir die Fischzersetzung viel bedeut- 
sameren Wasserbakterien, die meistens psychrophil sind und sich noch bei Tempera- 
turen in der Nahe von 0° C vermehren kénnen. Die Bekimpfung dieser Mikro- 
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organismengruppe ist daher zur Erreichung einer méglichst langen Haltbarkeit von 
Fischen eine besonders schwierige, aber auch wichtige Aufgabe. Ein Beitrag zu ihrer 
Lésung soll im folgenden geliefert werden. 


Die Arbeit wurde an folgenden Sii®wasserfischen durchgefiihrt : 
Brachsen (Abramis brama L.), Rotauge (Leuciscus rutilus L.), Schleie 
(Tinca vulgaris Cuv.), FluBbarbe (Barbus fluviatilis Ag.), Karausche 
(Carassius vulgaris Nilss.), amerikanischer Sonnenbarsch (Eupomotis 
gibbosus L.), Hecht (Hsex lucius L.) und Regenbogenforelle (Salmo 
wrideus Gibb.). 


IL. Isolierung und Eigenschaften von Bakterienstimmen 
aus der Haut und Muskulatur gelagerter 
und dem Oberflaichenschleim lebender Sii®wasserfische. 


Bevor wir die Muskulatur des lebenden Fisches auf Keimfreiheit 
priften, erschien es uns wiinschenswert, die auf und in gelagertem Fisch 
vorkommenden Bakterienstamme und ihre physiologischen Merkmale zu 
bestimmen, um spiter einen Vergleich mit den eventuell in der Musku- 
latur des lebenden Fisches vorhandenen Arten zu erhalten. Als Unter- 
suchungsobjekte wurden Rotauge und amerikanischer Sonnenbarsch 
verwandt. Um unliebsame histologische Veraénderungen der Gewebe zu 
vermeiden, tdteten wir die Fische bei allen Versuchen durch Durch- 
schneiden der Wirbelsaule hinter dem Kopfe. Darauf wurden sie aus- 
geweidet und bei Zimmertemperatur in verschlossenen, sterilen Glasdosen 
gelagert. Nach einigen Tagen konnte schon ein Verderben der Fische 
mikroskopisch festgestellt werden. Die Fischoberflache zeigte eine gelb- 
liche Farbung. Der ausgetretene Saft war grinlich. Von verschiedenen 
Stellen eines derart verdorbenen und stark unangenehm riechenden 
Fisches wurden Proben genommen und aus diesen nach der tiblichen 
Plattenmethode auf Fleisch-Pepton- und Fisch-Pepton-Agar ver- 
schiedene Bakterienarten in Reinkulturen isoliert. Es wurden nach den 
physiologischen und morphologischen Eigenschaften folgende Staémme 
bestimmt!: 1. Flavobacterium sulfureum Bergey. 2. Achromobacter 
punctatum Zimmermann. 3. Micrococcus varians Migula. 4. Micrococcus 
candidus Cohn. 5. Micrococcus candicans Fligge. 6. Kin Stamm, der eine 
Zwischenstellung zwischen Pseudomonas urea Bergey und Pseudomonas 
schuylkilliensis Chester einnimmt, und 2 Bacillus-Staémme, die nicht mit 
bekannten identifiziert werden konnten und vorlaufig als: 7. Poly- 
morphus Stamm I und. 8. Polymorphus Stamm IT bezeichnet werden. 


1 Die Bestimmung der Bakterienstamme erfolgte in der Hauptsache mit Hilfe 
von D. H. Berarys Manual of Determinative Bacteriology, 5. Auflage, Baltimore, 
The Williams and Wilkins Company, 1939, und gelegentlich mit der Bakteriologi- 
schen Diagnostik von K. B. LEHMANN und K. O. Neumann, 7. Auflage, 1. und 2. 
Band, Miinchen, Lehmanns Verlag, 1927. 
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Da die ersten Stiimme in der Literatur gut bekannt sind, bediirfen nur 
die 2 letzten einer zusitzlichen Charakterisierung. 


Polymorphus-Stamm I (Abb. 1—8). 
Bei diesem Stamm handelt es sich um ein sporenbildendes Stabchen, 
dessen Abmessungen gewohnlich 1 x 1,5—2y betragen, aber auch 


Abb. 1. Abb. 2. 


Polymorphus — Stamm | isoliert aus gelagertem Polymorphus — Stamm I isoliert aus gelager- 
Rotauge. Vegetative Formen; Vergr. 840 mal. tem Rotauge. Sporenbiidung; Vergr. 840 mal. 


1 x 5 erreichen. Er bildet daneben auch stark polymorphe, sowie 
kokkenartige Formen. Diese Kokken k6onnen offensichtlich sowohl un- 
mittelbar, als auch iiber ein Sporenstadium in Stabchen tibergehen. In 
alten, fliissigen Kulturen bilden diese 

my) as Ee ok Stabchen lange Faden mit einseitig 
at Naty <r AY verdickten Enden, wie es bei soge- 
; v oe nannten Involutionsformen der Essig- 

- siurebakterien tiblich ist. Das Innere 
dieser Formen ist von kleinen kuge- 
ligen Granula erfiillt, welche in das 
Substrat ausgeschieden werden. Die 
normale Sporenbildung der Stéibchen 
erfolgt meistens in der Plectridiwm- 
Form. Zuweilen gelingt es auch, 
clostridiale Formen zu _ beobachten. 
Die Sporen sind normalerweise ku- 
gelig oder schwach verlingert von 


Abb. 3. Polymorphus — Stamm T isoliert 
aus gelagertem Rotauge. U bergang der Stiib- 
chen in Kokkenformen; Vergr. 840 mal. L lu oder | x 1,2 - Durchmesser. 


Die Stabchen und die von ihnen ge- 
bildeten Kokken sind grampositiv. Nur in einigen Zellen, die sich wahr- 
scheinlich in einem Ubergangsstadium befinden, kann man eine gram- 
negative Reaktion feststellen. Die Bazillen besitzen starke Eigenbewegung 
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von monotrichialem Typus; die Kokkenformen dagegen haben schwachere 
Bewegungsfahigkeit. Das Bakterium ist aerob. 

Auf Kartoffeln findet kaum sichtbares Wachstum statt. Die Kultur 
sieht schwach grau aus und nimmt bei Kokkenentwicklung eine grau- 
gelbliche Farbe an. Auf Agar erhalt man ebenfalls 2 Varianten von 
Kolonien: 

a) sandgelbe, lappig gerandete, fettigglanzende mit Zeichnung, an der 
Randzone durchsichtig und 

b) weiBgraue, glatte, glinzende mit ausgezacktem Rande. Diese 
Unterschiede entsprechen auch der vorwiegenden Entwicklung von 
Kokken im ersten und Stabchen im zweiten Fall. 


Gelatine wird von diesen Bakterien in Staébchen- und Kokkenform lange Zeit 
nicht verfliissigt. Nach 16 Tagen aber kann man eine ganz schwache schalenférmige 
Verfliissigungszone beobachten. Dieses 14Bt das Vorhandensein eines latenten 
proteolytisch wirksamen Fermentes vermuten, das médglicherweise erst dann 
aktiviert wird, wenn die Kultur ein gewisses Alter erreicht hat und auf der kleinen 
Vermehrungsfliche des Reagensglases eine Knappheit an den unter normalen 
Bedingungen abgebauten Stoffen auftritt. Fisch-Pepton-Agar wird verflissigt. Auf 
Glucose keine Gasbildung. Milch wird im Verlaufe von 2 Wochen nicht verandert, 
spater tritt ee schwache Peptonisierung auf. Bouillon bleibt klar. Es erfolgt 
entweder Bildung von watteahnlichen, fadigen Flocken, was auf die Gegenwart von 
Stabchen zurtickzufiihren ist, oder von kleinen granulierten Fléckchen, die im 
Substrat von Kokkenformen erzeugt werden. Die an der Oberfliche gebildeten 
Flocken fallen stets langsam zu Boden. Die tiberstehende Flissigkeit bleibt aber 
klar. Beim Schiitteln steigt der Bodensatz auf, an der Oberflaiche der Bouillon 
erscheinen Gasblaschen. Der py-Wert des Nahrsubstrates verandert sich nicht. Es 
werden Spuren von Ammoniak festgestellt, aber keine Indolbildung. Auf Fisch- 
substrat beobachtet man gutes schnelles Wachstum in Form eines weibgraulichen 
Belages; zugleich tritt Geruch nach Trimethylamin auf. Nitrate werden nicht zu 
Nitriten reduziert. 


Polymorphus-Stamm IT. 


Lange diinne Stibchen von 0,8—l mu x 3—6 yu, mit abgerundeten 
Enden, zuweilen Faden bildend. In alteren Kulturen entwickeln sich 
zuerst innerhalb der Staibchen Reihen von perlartigen, kokkenahnlichen 
Kugeln. Bildung der Sporen von 0,8 « 1—1,3 « wird selten beobachtet. 
In alten Kulturen kriimmen sich die Stabchen zu halbring- oder ring- 
formigen Gebilden. Vielleicht ist die dadurch erreichte relative Ver- 
kleinerung der Oberflache als Austrocknungsschutz anzusehen. Die 
Stabchen besitzen Eigenbewegung. Das Bakterium ist aerob. 


In bezug auf die physiologischen Higenschaften besteht Ubereinstimmung mit 
Polymorphus-Stamm I. Auf Kartoffeln wachsen die Kulturen schwach. Kolonien 
hellgrau, glinzend. Auf Glucose ebenfalls schwaches Wachstum, keine Gasbildung. 
Gelatine wird nicht verfliissigt. Auf Fleisch-Pepton-Agar schwach sichtbarer, 
glinzender, hell-grauer, blaBrosa fluorescierender Belag. Fischagar wird verfliissigt. 
Milch wird nicht verandert. Bouillon bleibt klar unter Bildung von Flocken, die 
langsam zu Boden sinken. py-Wert unverandert. Keine Ammoniak- und Indol- 
bildung. Nitrate werden nicht zu Nitriten reduziert. 
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Zusammenfassend laBt sich iiber die von uns aus gelagerten Fischen 
isolierten Bakterienarten folgendes sagen: Die beiden Polymorphus- 
Stimme, die wir als zu einer neuen Art gehOrig ansehen, weil sie nach 
ihren physiologischen und morphologischen Eigenschaften nicht in die 
bekannten Bacillus-Familien eingereiht werden kénnen, besitzen offen- 
sichtlich keine aktiven proteolytischen Fermente. Es ist zu vermuten, 
daB sie infolge ihrer Abweichungen von den iibrigen untersuchten 
Stiimmen! als Vertreter einer bisher nicht beriicksichtigten Bakterien- 
gruppe fiir die Fische bedeutungsvoll sind. 

Alle anderen isolierten Bakterienstimme gehéren zu den typischen 
Wasserbakterien aus den Gattungen Micrococcus, Pseudomonas, Achro- 
mobacter und Flavobacterium. AuBer einigen Mikrokokken besitzen sie 
stark proteolytisch wirksame Fermente und diirften deshalb eine 
wichtige Rolle bei der Zersetzung von gelagerten Fischen spielen. 

Aus dem Oberflaichenschleim von Rotauge und Brachsen wurden 
unmittelbar nach dem Tode noch folgende Bakterienarten isoliert: 
1. Serratia marcescens Bizio, 2. Serratia anolium Duran-Reynals und 
Clausen, 3. eine Variante von Erwinia caratovora Jones, 4. Pseudomonas 
schuylkiliensis Chester und 5. Flavobacterium balustinum Harrison. 

Besonders interessant ist, dai Serratia anolium auf Amphibien, 
Reptilien und einigen Fischen gefunden wurde und nach Einimpfung in 
einen lebenden Fisch nach voriibergehender Hauterkrankung ohne sicht- 
baren Schaden fiir den Wirt als Infektion erhalten blieb (F. DuRaAN- 
REYNALS sowie H. J. CLAUSEN). Fiir Hrwinia carotovora ist noch nach- 
zutragen, daB dieser Mikroorganismus in den GefaBbiindeln von Pflanzen 
vorkommt und ein Enzymsystem besitzt, das speziell die Mittellamelle 
des Pflanzenparenchyms angreift und auflést. 


IIL. Isolierung der in der Muskulatur lebender SiiBwasserfische 
vorkommenden Bakterienarten. 


1. Versuchsrethe. 


Bei den Isolierungsversuchen aus der Muskulatur ,,lebender‘‘ Fische 
galt es, der Methodik ganz besondere Sorgfalt zu widmen. Um Tier- 
qualerei zu vermeiden, wurden die Fische vor dem Entschuppen durch 


' Bei ergiinzenden Versuchen wurden 3 Stamme der Stibchen, die vor einiger 
Zeit aus der Muskulatur von Rotauge, Hecht und Schleie isoliert worden waren und 
deren altere Kulturen Sporen bildeten, in normale Fleisch-Pepton-Bouillon 
geimpft und mit dieser bis zum Sieden erhitzt. Die Sporen des aus Hecht isolierten 
Stammes hielten ein 20 min und die beiden anderen ein 10 min dauerndes Kochen 
aus. Bei anschlieBender Bebriitung konnte man schon nach 24 Std bei 25° C ein 
Auswachsen der erhitzten Sporen zu Stibchen beobachten. Nach 18 bis 21 Tagen 
fingen die Stabchen an, in kokkenartige Formen iiberzugehen, die auf dem Nahr- 
substrat von Fleisch-Pepton oder Fisch-Pepton beibehalten wurden. Diese Versuche 
ergaben nach 6 maliger Wiederholung die gleichen Resultate. 
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Kindriicken des Schideldaches getétet. Die Probeentnahme erfolgte 
wegen der zunachst noch sehr starken Muskelzuckungen bei Reizen ver- 
schiedener Art erst 1 Std nach dem Tode. Es wurde angenommen, da in 
dieser Zeit keine postmortale Infektion der Muskulatur stattfindet, was 
durch BorastrR6m insofern bestitigt wird, als er mitteilt, daB die Ein- 
wanderung der Wasserbakterien in der Regel erst nach Beendigung der 
Totenstarre erfolgt. 

Um méogliche Infektionen bei der Probeentnahme mit Sicherheit zu 
beseitigen, hatten wir uns mit der schwierigen und bisher nicht exakt 
gelosten Frage (vgl. Fr. Licker und E. Frercks sowie Fr. Liicke und 
W. ScHwARTz) auseinanderzusetzen: Wie bekommen wir eine sterile 
Ausgangsflache, die bei vorsichtigem Arbeiten eine Keimverschleppung 
in die Muskulatur unmoglich macht? Die Losung dieser Frage gelang im 
Physikalischen Labor der Anstalt, wo ein Instrument entwickelt wurde, 
das mit Hilfe eines elektrisch bis zum Gliihen geheizten Drahtes 
steriles Schneiden erméglichte (WOoLODKEWITSCH). 

Es wurden wihrend der Monate Oktober bis Dezember 1948 1 Brachsen, 1 Hecht 
und 6 Schleien kurze Zeit nach dem Fange untersucht. Hierbei wurde folgende 
Arbeitsmethode angewendet: Nach dem Abtéten des Fisches wurden aus der vorher 
entschuppten und mit FlieBpapier abgetupften Haut und dem darunterliegenden 
Binde- und Muskelgewebe mit unserem ,,Gliihdrahtschneider“ 4 etwa 2 cm breite, 
bis zu 6 cm lange und 4—5 mm tiefe Streifen herausgeschnitten. Um Anhaltspunkte 
fiir die quantitative Verteilung der etwa vorhandenen Bakterien zu gewinnen, 
wurden diese Streifen bei allen Fischen stets gleich orientiert geschnitten und der 
Oberflaiche im Bereich der Seitenrumpfmuskulatur entnommen. Probe A lag direkt 
hinter dem Kiemendeckel, der Streifen B wurde aus der Mitte des Rumpfes, der 
Streifen C aus dem Schwanzteil und der Streifen D oberhalb der After6ffnung her- 
ausgeschnitten. 

Von jeder der so freigelegten Muskelflachen bzw. aus dem darunter- 
liegenden Muskel- und Bindegewebe haben wir folgende Proben fiir 
unsere bakteriologischen Untersuchungen gewonnen: 

1. Um zu priifen, ob die durch die Entfernung des Haut- und Muskel- 
streifens erhaltene Oberflache steril war und so keine Sekundarinfektion 
der tieferliegenden Muskelschicht stattfinden konnte, wurde von jeder der 
4 Ausgangsflichen eine Impfung auf Schragagar durchgefihrt. 

2. Aus 3 sterilen Tiefschnitten wurden mit einer flambierten Platin- 
‘ nadel Proben genommen und direkt auf Schragagar tiberimpft. 

3. Mit Hilfe einer sterilisierten diinnen Klemme mit relativ breiten 
Greifbacken wurden von 3 verschiedenen Stellen der Oberflache aus- 
gehend aus der tiefer liegenden Muskelschicht kleine Stiickchen ent- 
nommen und in einen 50 cm? ERLENMEYER-Kolben mit 10 cm? steri- 
lisierter 0,15°%iger Natriumchloridlésung gebracht. Nach dem Durch- 
schiitteln der Proben wihrend 10min auf einer Schiittelmaschine 
wurden jeweils 10 Plattenkulturen mit je 0,5 cm? der Aufschwemmung 
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hergestellt. Da die Probeentnahme nach dieser Methode eine gréBere 
Muskelmasse erfaBte, diirfte ihr besonderes Gewicht beigemessen werden. 

Die beimpften Nahrbéden in Petrischalen und Reagensglasern sowie 
unbeimpfte Kontrollproben wurden im Brutschrank bei 20° C aufgehoben 
und nach 3 Tagen mikrobiologisch untersucht. Alle unbeimpften Kon- 
trollproben waren bis zum Ende der Untersuchungszeit, nach 12 Tagen, 
steril. Da das Wachstum auf den beimpften Proben sehr langsam vor sich 
ging, wurde bei der Plattenmethode die Gesamtzahl der Kolonien in allen 
10 Petrischalen zusammengezahlt. 


Zu 1. Die in der Tab. 1 zusammengestellten Ergebnisse zeigen, daB die 
fiir die Erzielung einwandfreier Ergebnisse notwendige Sterilitat der 
Ausgangsflache durch unseren ,,Gliihdrahtschneider“ erzielt worden ist, 
da wir auf den Schragagarsubstraten keine Kolonien der fiir die Fisch- 
oberflache typischen Wasserbakterien erhielten. Von den 32 Proben 
bekamen wir nur in dreien ein Wachstum der sporogenen Bakterien- 
stimme, die wir auch in der Muskulatur angetroffen haben. Es ist an- 
zunehmen, da diese Bakterien erst nach Voriibergleiten des gliihenden 
Drahtes aus den unter einem gewissen Turgor stehenden, verletzten 
Geweben mit Fett und Zellsaft durch Liicken der koagulierten Ober- 
flachenschicht ausgetreten sind. 

Zu 2. Die Impfungen mit der Platinnadel von der Innenmuskulatur auf 
Schragagar ergaben in 15 von 32 Proben, also fast in 50% der Falle, 
Bakterienentwicklung. Wenn man beriicksichtigt, daB man mit einer 
Platinnadel nur kaum sichtbare Spuren des frischen Muskel- und Binde- 
gewebes entnehmen kann, sprechen dieses Ergebnis und die Tatsache, 
dafi die gefundenen Bakterien mit denen der Plattenkulturen iiberein- 
stimmen, dafiir, daB die Seitenrumpfmuskulatur des soeben getéteten 
und so zweifellos auch des lebenden Fisches Bakterien — wenn auch 
relativ wenige — enthiilt. 


Zu 3. Noch deutlicher war der Befund der Plattenkulturen. Es zeigte 
sich, daB in 26 von 32 Probeentnahmen mit der Klemme Bakterien 
isoliert wurden. 

Auf allen Plattenkulturen, in denen wir ein Wachstum von Bakterien 
feststellten, waren immer die morphologisch gleichen, diinnen Bazillen 
vorhanden, die wie die beiden Polymorphus-Stamme I und IL eine ~ 
Neigung zum Polymorphismus zeigten. In der Muskulatur von Hecht und 
Brachsen waren die Stimme in ihren Eigenschaften identisch. Sie zeigten 
sehr schwache Verfliissigung von Gelatine (nach 6 Wochen) und Koagu- 
lation von Milch. In allen Schleien, die ja zu verschiedenen Zeitpunkten 
untersucht wurden und aus verschiedenen Altrheinarmen stammten, 
fanden wir stets Stiimme, welche sich nur in einigen physiologischen 
Merkmalen geringfiigig voneinander unterschieden (schwaches oder kein 
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Tabelle 1. 1. Versuchsreihe. Ergebnisse der Priifung auf Sterilitat der Seitenrumpf- 
muskulatur soeben abgetoteter Fische; beimpfte Nahrbiden 3 Tage bei 20° C gehalten. 
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Kurze Charakterisierung der Kolonien und der 
Morphologie der Bakterien 


matt-weife Kolonien sporenbildender 
Stabchen 


grau-weiBe Kolonien, polymorph, 
kokkenartig bis kurzstabchenformig, 
haufig hefeahnlich 

keine 

grau-weiBe Kolonien wie bei A 


3° 


weiBe Kolonien, sporenbildende Stabchen 
keine 
keine 
grau-weiBe Kolonien, Stabchen, 
Opalescenz blau-rot-griin 
keine 
grau-weiBe Kolonien wie bei B 
keine 
grau-weiBe Kolonien, Stabchen, 
Opalescenz rot-blau-griin 


29 


grau-weiBe Kolonien, sporogene 
Stabchen, Opalescenz rot-blau-griin 


keine 
erau-weiBe Kolonien, sporogene 
Stabchen, Opalescenz rot-blau-griin 


39 


+ = Wachstum auf Schragagar; — = kein Wachstum. 
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Wachstum auf Kartoffeln, schwaches oder gutes Wachstum auf Fleisch- 
Pepton-Agar). AuBerdem wurde durch keinen dieser Stamme Gelatine- 
verfliissigung oder Milchgerinnung bewirkt. 

Tab. 1 zeigt, daB alle Stellen der Probeentnahme infiziert sein konnen 
und keine bevorzugte Bindung der Mikroorganismen an einen bestimm- 
ten Ort in der Seitenrumpfmuskulatur vorliegt. 

Die hier erwahnten Polymorphusbakterien bezeichnen wir vorlaufig im 
Anschlu8 an die physiologisch und morphologisch ahnlichen Stamme I 
und II als Polymorphus-Stémme IIT, IV, V und VI. Inwieweit die hier 
aufgezihlten Bakterienstémme identisch sind, miissen weitere Unter- 
suchungen klaren. 


2. Versuchsrethe. 


Um ganz sicher zu gehen, daB die erzielten Ergebnisse nicht auf Fehler 
in der angewandten Methodik zuriickzufiihren sind, wurde eine 2. Art der 
Probeentnahme vorgenommen und die Zahl der notwendigen Manipu- 
lationen auf ein Mindestma8 herabgesetzt. 


Nach Entkeimen der Luft durch Ausdampfen oder Vernebelung eines Gemisches 
von Athylenglykol, Resorcin und Athyl-Alkohol wurde in der Impfkabine mit 
sterilisierten Skalpellen von der Fischoberfliche ausgehend im Bereiche der Seiten- 
rumpfmuskulatur ein U-foérmiger Tiefschnitt gemacht und der nur noch an der 
Unterseite befestigte Muskel-Hautlappen mit sterilen Pinzetten an der Vorderkante 
ergriffen und nach hinten von dem tieferliegenden Muskelgewebe vorsichtig ab- 
gezogen. Von den so erhaltenen keimfreien Oberflachen ausgehend, nahmen wir aus 
den darunterliegenden Bindegewebe-Muskelpartien mit sterilen Pinzetten Proben, 
die auf Schragagar (Fleisch-Pepton- und Fisch-Pepton-Agar) und auf Fischbouillon 
tiberimpft wurden. 


Tabelle 2. — 2. Versuchsrethe. 


Reagenzgliiser Reagenzgliiser Kélbchen 
Datum Fischart Fisch-Pepton-Agar | Fleisch-Pepton-Agar Fisch-Bouillon 
beimpft|Wachst.| % | beimpft|Wachst.| % | beimpft |Wachst.| % 
5. 5. Schleie — — |— 9 — Oo; — — |— 
alts ef 2 1 |50 i 6 85; 10 10 +|100 
9. 5. ‘ 2 = 0 2 2 {100 6 4 67 
14. 5. vy 6 — 0 4 -- 0} — — |— 
20. 5. AP 5 2 |40 3 — 0 3 ] 33 
26.5 ey 6 3 |50; — — |— 6 4 67 
26.5 a 5 2 |40; — — |— 4 2 50 
30. 5 ‘ — — |— 8 1 13 5 4 80 
12. 5. Brachsen 3 —— 0 4 — 0 2 — 0 
12.5 He 8 — 0 2 1 50 2 100 
17.5 ‘5 4 — 0 5 0 0 5 20 
6. 5. Karausche 3 _ 0) 5 — 0 
This Os pe 5 — 0 3 — 0 3 — 0 
20. 5. " 5 Lat 120: 4 — 0 3 3 {100 


‘XN 
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Wie aus Tab. 2 hervorgeht, zeigten die festen Substrate sparlicheres 
Wachstum als der Bouillonnahrboden. Wahrend sich auf Fisch-Pepton- 
Agar von den Proben der 12 untersuchten Fische die von 7 und auf 
Fleisch-Pepton-Agar bei 12 Fischen die Proben von 8 Tieren als steril 
erwiesen, wurde mit den Fischbouillon-Nahrbéden nur bei 2 Fischen 
von 11 Sterilitaét der Proben festgestellt. Die steril entnommene Musku- 
latur der beiden Fische gab auch auf festen Nihrbéden kein Bakterien- 
wachstum. Die abweichenden Ergebnisse auf verschiedenartigen Sub- 
straten sind vermutlich auf ganz spezifische Anforderungen der isolierten 
Mikroorganismen an ihr Nahrmedium zuriickzufiihren, wie das ja auch 
von manchen pathogenen Keimen bekannt ist. Die Fischbouillon scheint 
den optimalen Bedingungen von allen benutzten Substraten am nichsten 
zu kommen. Interessant ist in diesem Zusammenhang, da vor kurzem in 
kondensierten Fischextrakten ein Wachstumsfaktor gefunden wurde, der 
sich bisher als auBerordentlich giinstig fiir das Gedeihen von Hiihnchen 
erwies (ROBLEE et al). 


3. Versuchsreihe. 


In einer dritten Versuchsreihe wurden die Muskelproben nur in 50 em? 
ERLENMEYER-Kolben gebracht, die je 15 cm? Fischbouillon enthielten. 
Damit wurde zugleich die Moéglichkeit ausgeschaltet, da das von 
O. Lentz im Fadenagar gefundene, sehr widerstandsfahige Bacterium 
agarogenes zu einer falschen Deutung unserer Isolierungsversuche fiihren 
konnte. Wir nahmen Proben von 4 Schleien, 1 Karausche und 1 Barbe. 
AuBerdem wurden jetzt 3 Forellen untersucht, die im Gegensatz zu den 
bisher verwandten Arten aus einem keimarmen, sauberen Wasser 
stammten, um damit den Einflu8 des Lebensraumes auf den Keimgehalt 
der in ihm vorkommenden Fische zu priifen. 

Die Herstellung der sterilen Ausgangsflachen erfolgte teils mit Hilfe des Gliih- 
drahtschneiders, teils durch AufreiBen der Seitenrumpfmuskulatur, da sich beide 
oben beschriebenen Methoden als gleich brauchbar erwiesen hatten. Wir halten 


allerdings das sterile Entfernen der Oberflachenschicht mit dem elektrischen Gerat 
fiir einfacher, da keine besondere Vorsicht und Ubung erforderlich sind wie beim 


mechanischen Abreifen. 

Die in Tab. 3 zusammengestellten Ergebnisse zeigen, da sich alle 
Fische dieser Reihe, auch die untersuchten Forellen, nicht als steril 
erwiesen. Wie schon in den ersten beiden Versuchsreihen fallt auf, daB 
selten alle von einem Fisch entnommenen Proben keimhaltig waren. 
Von 20 Fischen, deren Gewebestiicke in Fisch-Bouillon-Substraten 
bebriitet wurden, ergaben nur 3 in allen angesetzten Kulturen Wachstum. 
Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch E. Burctx bei der Untersuchung des 
inneren Gewebes von Tomatenfriichten und Kartoffelknollen auf 


Sterilitat. 
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Die Frage, weshalb nicht in allen Proben der befallenen Organismen 
Keime gefunden wurden, kann vielleicht dahingehend beantwortet 
werden, da8 die vorhandenen Keimmengen gewohnlich auBerordentlich 
gering sind und die entnommenen Gewebestiicke daher nicht in jedem 


Tabelle 3. — 3. Versuchsrethe. 


i Kélbchen Fischbouillon 

Datum Miachart beimpft | Wachstum % 
14.6 Forelle 10 5 50 
15.6 a 10 2 20 
15.6 53 10 2 20 
15.6 Schleie 10 3 30 
14.6 + 10 4 40 
21.6 fy ll 4 36 
28.6 as ll 5 45 
15. 6. Karausche 10 3 30 
Sans Barbe 6 1 17 


Falle Mikroben enthalten. Diese Deutung ist auch deshalb denkbar, weil 
A. TRAWINSKI in seiner Untersuchung iiber das Vorhandensein von 
aeroben Keimen im normalen Rindfleisch im Gegensatz zu vielen anderen 
Autoren zu der Meinung kommt, daf die gesunde Warmbliitermuskulatur 
keimhaltig ist, diese Keime aber erst durch ein besonderes Anreicherungs- 
verfahren nachgewiesen werden kénnen. 


Unsere Ergebnisse werden dann vollends tiberzeugen kénnen, wenn 
insbesondere die physiologische und morphologische Untersuchung der in 
der 2. und 3. Versuchsreihe isolierten Stimme erweist, daB sie nicht mit 
den iiblichen Wasserbakterien iibereinstimmen und mit den bei der ersten 
Versuchsreihe gefundenen einer einheitlichen Gruppe angehéren. 


IV. Physiologische und morphologische Eigenschaften 
der isolierten Bakterienarten. 


Von den unmittelbar nach dem Tode in der Fischmuskulatur ge- 
fundenen Bakterienstiimmen zeigten nur 4 Pigmentbildung, die mit 
schon beschriebenen Bakterienarten identifiziert werden konnten. Einer 
der isolierten Stiimme (interne Bezeichnung Nr. 35) mit einem orange- 
rosa Pigment gehért vermutlich zur Familie Lactobacteriaceae Orla-Jensen 
und zur Art Propionbacterium thoenii van Niel (BERGEYs Manual, 1949, 
8. 382). Kin anderer Stamm (Nr. 25), der gelbes Pigment bildet, zeigt 
groBe Ubereinstimmung mit dem Microbacterium flavum Orla-Jensen der 
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Familie Bacteriaceae Cohn (BrRGEYs Manual, 1939, S. 485). 2 fluores- 
cierende Staémme (Nr. 4 und 14) besitzen grofe Ahnlichkeit mit Pseudo- 
monas pierantoni Zirpolo, identisch mit Coccobacillus pierantonii 
(BerceEys Manual, 1939. S. 139). Diese Art wurde von G, MEIssNER aus 
den Leuchtorganen des Tintenfisches Rondelitia minor isoliert. Besonders 
auffallend ist die Ubereinstimmung des von uns isolierten mit dem 
symbiontischen Cephalopodenstamm in der Formenmannigfaltigkeit, 
weshalb auch in beiden Fallen unterschiedliche Kolonietypen aus- 
gepragt werden. In fast allen physiologischen Eigenschaften stimmen 
beide Stémme ebenfalls tiberein — abweichend verhalten sie sich gegen- 
uber der Gramfarbung. AuBerdem zeigt unsere Fischkultur im Gegensatz 
zu Pseudomonas pierantonii keine Phosphorescenz. 

Alle tibrigen Bakterienstimme bildeten kein Pigment, Als iiberein- 
stimmendes morphologisches Merkmal ist ihr Polymorphismus zu er- 
wahnen. Sie kommen namlich als Staébchen von 0,4—1 x 0,5—10 « und 
kokkenahnliche Formen vor. In alten Kulturen und unter bestimmten 
Bedingungen wurden Sporen oder hiilsenihnliche, nahezu optisch leere 
Formen gebildet. Gegeniiber der Gramfarbung verhielten sich die vege- 
tativen Formen positiv; bei einigen Ubergangsstadien fiarbte sich der 
Zellinhalt nur stellenweise an. 

Alle Stémme zeigten eine mehr oder weniger stark ausgepragte EHigen- 
bewegung. Besonders intensiv war sie bei den aus Karauschen isolierten, 
bei denen die Kolonien stark gezackte Rander besaBen. Bemerkenswert 
ist ferner, daB die jungen, durchsichtigen Agarkulturen der isolierten 
Bakterien im durchgehenden Licht eine rot-griin-blaue Opalescenz 
zeigten. Im Alter und beim Ubergang zu Sporenformen nahm der Belag 
meistens ein glattglinzendes, weiBes Aussehen an, das an Olfarbe er- 
innert. Die Randform der Kolonien war glatt bei Kokkenformen und 
gezackt bei Stabchenformen. Da wir es aber mit stark polymorphen 
Sté&immen zu tun hatten, konnte man bei ein und demselben Stamm diese 
beiden Kolonienarten, bzw. Ubergiinge zwischen ihnen beobachten. 

Besonders typisch fiir die Bakterienstiimme ist das Fehlen von deutlich 
ausgepriagten proteolytischen Fahigkeiten; erhielten wir doch bei keinem 
in 2—3 Tagen eine Gelatineverfliissigung, wie sie fiir die ausgesprochenen 
EiweiBzersetzer typisch ist. Bei 4% der Stéimme wurde kein Wachstum 
auf Fleisch-Pepton-Gelatine festgestellt. Bei weiteren 70% der Kulturen 
wurde keine Verfliissigung beobachtet, bei den restlichen 26 % wurde eine 
solche in den meisten Fallen erst nach 14—18 Tagen sichtbar. Ebenso 
spricht das Verhalten auf Milch fiir sehr geringe proteolytische Kigen- 
schaften. Bei 41% der angesetzten Kulturen wurde tiberhaupt keine 
Veriinderung der Milch beobachtet. Peptonisierung trat bei 31% auf und 
zwar erst nach 10—18 Tagen. Nur bei 20% stellte man eine richtige 
Vergirung der Milch fest. 


C 
Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 16. 19 


266 N. MattscHewsky und W. PaRTMANN: 


Bemerkenswert und typisch fiir diese ganze Gruppe ist auch das 
Wachstum auf Kartoffelscheiben, das als glinzend beiger Belag makro- 
skopisch sichtbar wurde, bei einigen Kulturen allerdings kaum in Er- 
scheinung trat. 

Auf Bouillon beobachteten wir bei allen Staémmen eine mehr oder 
weniger stark entwickelte Triitbung, die von Rand- und Bodensatzbildung 
begleitet war. Der Geruch dieses Naihrsubstrates blieb im allgemeinen 
unveriindert; in wenigen Fallen stellten wir einen schwachen Leimgeruch 
fest. In den meisten Kulturen lag der py-Wert bei 6,5—7,0, in einigen bei 
6,0 und noch seltener bei 8,0. Die Entwicklung von Schwefelwasserstoff 
und Indol unterblieb bei allen Stémmen. Bei 12° der Stamme wurden 
Spuren, bei den iibrigen meistens nur geringe Mengen von Ammoniak 
nachgewiesen. 

Nitrate wurden in keinem Falle zu Nitriten reduziert, auch aus 
Glucose erfolgte keine Gasbildung. Gegeniiber Sauerstoff erwiesen sich 
die Stimme als aerob, in einigen Fallen als fakultativ anaerob. 

Innerhalb der einzelnen Fischarten unterschieden sich die isolierten 
Stimme meistens nur geringfiigig. Es gelang uns nicht, sie nach den 
gebrauchlichen Diagnostik-Biichern zu identifizieren. Sie geh6ren sicher 
nicht zu den typischen Wasserbakterien, die normalerweise im Ober- 
flichenschleim der Fische vorkommen. Mit den iiblichen Boden- oder 
Luftbakterien stimmten sie ebenfalls nicht iiberein. Sie konnten auch 
nicht mit den bekannten Krankheitserregern bei SiiBwasserfischen (Bact. 
salmonicida, Pseudomonas punctata und Bacterium cyprinicida) identi- 
fiziert werden. Dieser Gedanke lag deshalb nahe, weil haufig Erreger von 
Fischseuchen im Blut und Gewebe der Kaltbliiter als latente Infektionen 
vorhanden sind. Auch zu den typischen Wasserbakterien gehéren unsere 
Kulturen nicht. Neben den Unterschieden in physiologischer und 
morphologischer Hinsicht spricht dafiir auch die Tatsache, daB nicht alle 
Fische keimhaltig waren und gegen kiinstliche Infektion mit gewéhn- 
lichen Wasserbakterien Immunitit erzielt werden konnte. 

Vielleicht stellen die von uns unmittelbar nach dem Tode aus der 
Muskulatur von SiiBwasserfischen isolierten Bakterienstimme nicht 
neue Species dar, sondern gehéren bekannten, im Wasser existenzfahigen 
Formen an, die im Kaltbliiterorganismus im Gegensatz zu vielen anderen 
Arten leben kénnen, ohne sich wesentlich zu vermehren. Die Anderung 
des Lebensraumes kénnte physiologisch und morphologisch neue 
Phanotypen ausgepriigt haben. Es ist auch denkbar, da8 durch Selek- 
tionsprozesse existenzfihige Formen verschiedener Herkunft erhalten 
blieben, die untereinander groBe Ubereinstimmung zeigen. 

Der bis heute vielfach vertretene Standpunkt, da® die Muskulatur des 
lebenden Fisches keimfrei sei, beruht vermutlich darauf, daB man in ihr 
nicht die Vertreter des Oberfliichenschleims und des Wassers gefunden 
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hat. Daraus geht hervor, daB diese fiir den Fischverderb wichtigen 
Mikroorganismen in der Muskulatur gesunder, lebender Fische keine 

_passenden Lebensbedingungen vorfinden und sehr schnell durch korper- 
eigene bactericide Stoffe abgetdtet werden. 

Die groBe Ubereinstimmung eines unserer Stimme mit dem erwaihnten 
Cephalopodensymbionten 1aBt es als sehr wiinschenswert erscheinen, die 
Symbionten aus den Leuchtorganen von Tiefseefischen einer griindlichen 
Untersuchung zu unterziehen, um festzustellen, ob sie zu unseren iibrigen 
Stémmen Beziehungen aufweisen, wenn auch das Meer- und SiiBwasser 
sowohl fiir die Fische als auch fiir die Mikroben sehr unterschiedliche 
Lebensbedingungen abgeben. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die Muskulatur der 
lebenden SiiBwasserfische nicht in jedem Fall steril ist. Alle aus ver- 
schiedenen Fischen isolierten Staémme sind in physiologischer und morpho- 
logischer Hinsicht untereinander sehr ahnlich. Besonders erwaihnenswert 
ist der Polymorphismus der meisten dieser Stéimme. Hinsichtlich der 
Benennung und Eingruppierung sind wir bisher zu keinem abschlieBenden 
Ergebnis gekommen und mochten sie daher vorliufig als ,,Polymorphus- 
staibchen‘ bezeichnen und ihnen die beiden groBen polymorphen Bazillen 
zuordnen, die wir unter anderem aus gelagerten Fischen isolierten, aber 
nicht mit bekannten Bacillus-Arten identifizieren konnten. Weitere 
Untersuchungen sollen helfen, ihre Herkunft festzustellen. 

Wichtig erscheint es uns ferner, ihre Bedeutung fiir die postmortalen 
Verinderungen des SiiSwasserfisches zu erkennen. Wie aus unseren 
Untersuchungsergebnissen hervorgeht, scheinen Vertreter dieser Gruppe 
im lebenden Fisch in auBerordentlich geringen Mengen vorhanden zu 
sein. Es ist daher sehr fraglich, ob sie im Vergleich zu den nach der Toten- 
starre rasch einwandernden Fluorescenten und Flavobakterien in be- 
deutendem Mae fiir die unerwiinschten Zersetzungserscheinungen der 
Fischmuskulatur wahrend langer Lagerung verantwortlich sind. Welcher 
Art bei lebenden Seefischen eine eventuelle Infektion des Muskelgewebes 
ist, soll untersucht werden. 

Frau E. Renner sind wir fiir ihre gewissenhafte Mithilfe bei Durchfithrung der 
Arbeit zu herzlichem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


1. Aus gelagertem amerikanischen Sonnenbarsch und Rotauge 
wurden Vertreter der Gattungen Flavobacterium, Achromobacter, Micro- 
coccus und Pseudomonas mit meist gut ausgepraigten proteolytischen 
Kigenschaften isoliert, ferner 2 bisher nicht beschriebene Stimme, die 
sich durch auffallenden Polymorphismus, das Fehlen aktiver proteo- 
lytischer Fermente und durch Sporenbildung auszeichnen. Diese Stamme 


wurden vorliufig als Polymorphus-Stimme I und IT bezeichnet. 
19* 
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2. Aus dem Oberflichenschleim lebender Rotaugen konnten auSerdem 
Serratia marcescens, Serratia anolium, Flavobacterium balustinum und je 
eine Variante von Erwinia carotovora und Pseudomonas schuylkilliensis © 
isoliert werden. 

3. Mit Hilfe einer neuen Methode zur Herstellung steriler Ausgangs- 
flachen mit dem ,,Gliihdrahtschneider“’ wurde die Seitenrumpfmusku- 
latur von 1 Hecht, 3 Regenbogenforellen, 18 Schleien, 4 Brachsen, 
4 Karauschen und | Barbe 1 Std nach dem Toten auf Sterilitat untersucht. 

4. Nur bei 5 von 31 Fischen wurde Sterilitét bei allen genommenen 
Proben festgestellt. In keinem Fall erwiesen sich alle auf Nahrbéden tiber- 
tragenen Muskelproben eines Fisches als keimhaltig. 


5. Eine bevorzugte Bindung der Mikroben an bestimmte Stellen der 
Seitenrumpfmuskulatur konnte nicht ermittelt werden. Auch zwischen 
Fischart, Keimgehalt der von ihr bevorzugten Gewasser und Infektion 
wurde kein eindeutiger Zusammenhang festgestellt. 


6. Fischbouillon scheint fiir die isolierten Mikroorganismen ein wesent- 
lich giinstigeres Nahrmedium darzustellen als Fischpeptonagar oder 
Fleischpeptonagar. 

7. Alle 1 Std nach dem Tode aus der Muskulatur von SiiBwasserfischen 
isolierten Bakterienstimme zeigten in ihren morphologischen und 
physiologischen Eigenschaften groBe Ubereinstimmungen, unterschieden 
sich aber mit Ausnahme der wenigen pigmentbildenden wesentlich von 
den im Wasser, Boden oder in der Luft vorkommenden und als Krank- 
heitserreger von SiBwasserfischen bekannten. Sie besaBen keine oder 
schwach ausgepragte proteolytische Eigenschaften, bildeten auf Kartoffel 
einen mehr oder weniger deutlichen, beigen Belag und zeichneten sich 
morphologisch durch einen auffallenden Polymorphismus aus. Vorliufig 
werden die gefundenen Mikroorganismen im AnschluB an die beiden aus 
gelagerten Fischen isolierten Polymorphus-Stimme als Polymorphus- 
Stiabchen bezeichnet. 

8. Von den 41 genauer untersuchten Kulturen der 2. und 3. Versuchs- 
reihe waren nur 4 pigmentbildend und konnten mit schon beschriebenen 
Stimmen identifiziert werden. Die gute Ubereinstimmung eines dieser 
Stéimme mit dem aus den Leuchtorganen und der Muskulatur des 
Cephalopoden Rondelitia minor isolierten Coccobacillus pierantonii kann 
vielleicht dazu dienen, Gesichtspunkte fiir die Herkunft und Bedeutung 
dieser Mikroorganismen zu gewinnen. 
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Uber eine améboide Form von Haematococcus pluvialis. 


Von 
DIETMAR PESCHEL. 


Mit 5 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 24. April 1951.) 


In einer Betonrinne an den Gewachshéusern des Botanischen Gartens 
in Erlangen traten im September 1949 rote Uberziige von Hdmatococcus 
pluvialis auf. Zur Gewinnung von Reinkulturen wurden unter anderem 
auch Dauerzellen aus einer Kultur in Uspenskilésung auf Knopagar tiber- 
tragen. 

Nach etwa 1 Woche fielen beim Durchmustern der Agarplatten vor 
allem in der Umgebung von Dauerzellgruppen zahlreiche rosa bis rot 

gefirbte Amében auf. Ihre Gestalt 

war rundlich bis oval. Die Durch- 
schnittsgr6Be betrug 30—50 wu: 

20—40 «und in der Dicke etwa 20 w. 

Deutlich erkennbar war ein farb- 

V_ loses hyalines Ektoplasma und davon 
scharf abgesetzt ein kérniges Endo- 
plasma, das durch darin verteiltes 

Himatochrom rosa bis dunkelrot ge- 

fiirbt erschien. Die Farbtiefe richtete 


Abb. 1. 
Amdobe, deren Endoplasma durch Hiimato- : % : 
chrom tiefrot gefiirbt ist (800 mal). V=Vakuole. sich nach GroBe und Verteilung der 


Hamatochromballen. Die Gesamt- 


menge des Hiimatochroms konnte dabei bis zu einem Drittel des Volumens 
einer Amoébe betragen. Griine Farbstoffe, wohl von Chlorophyllresten 
herrithrend, waren manchmal sichtbar (Abb. 1). 

Gut erkennbar waren ferner eine bis mehrere Vacuolen, die vorzugs- 
weise an dem der Bewegungsrichtung entgegengesetzten Ende auftraten. 
Bei der Bewegung, die stets in Richtung der Liingsachse erfolgte, konnte 
niemals die Ausbildung von Pseudopodien beobachtet werden. Es 
handelte sich hier vielmehr um eine typische Rollbewegung, bei der die 
Unterseite der Amébe in Ruhe bleibt und nur das Ektoplasma der Ober- 
seite vorwirts geschoben wird. 

Beobachtungen im Dunkelfeld zeigten keine besonderen Erscheinun- 
gen: Ein optisch leeres Ektoplasma und ein kérniges, in ziemlich starker 
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Bewegung befindliches Endoplasma. Im Gegensatz zur Hellfeldbetrach- 
tung war hier aber gut sichtbar, wie das Endoplasma zungenartig in das 
Ektoplasma hineinstrémte, sich verbreiterte oder verkiirzte, ahnlich dem 
Bild, das durch eine Pseudopodienbildung hervorgerufen wird. Die 
Amoben bewegten sich bis zu 55 yw in der Minute fort. Mit zanehmendem 
Alter der Kulturen traten vereinzelt Amédben auf, deren urspriingliches 
Volumen um das 3—4fache vergr6Bert war. Ihr Zustandekommen konnte 
nicht verfolgt werden. Eine Nahrungsaufnahme durch die Amében wurde 
ebenfalls nicht beobachtet. 

In allen Fallen gingen die meisten Amében etwa 6 Wochen nach dem 
Auftreten zugrunde. Sie wurden bewegunglsos und zerflossen schlieBlich. 

Das Vorkommen yon Amében in nicht einwandfreien Kulturen stellt keine 
Besonderheit dar. Auch hier bestand die Méglichkeit, daB es sich um Ambdben 
handelte, die bereits von Anfang an in den Kulturen vorhanden gewesen sein 
kénnten und die Bestandteile zerstérter Hamatococcuszellen aufgenommen hatten. 
Ahnliches hat schon REICHENOW erwahnt, der in alten Hématococcuskulturen 
Rotatorien gefunden hat, deren ganzer Korper vermutlich durch Hamatochrom rosa 
gefarbt war. A 

Das spontane Auftreten gefarbter und das vollige Fehlen farbloser 
Amdben sowie deren regelmaBiges Verschwinden lieBen jedoch vermuten, 
daB diese Am6ben in einer bestimmten Beziehung zum Hdmatococcus 
pluvialis standen. Zu den weiteren Untersuchungen wurden daher 
Kulturen benutzt, die mit Sicherheit frei von Amoben waren. 


Als Kulturmedium diente ein 3% iger mit Volvoxlosung nach UspEnsxtr her- 
gestellter Agar. Die verwendeten Dauerzellen waren aus Kulturen der beweglichen 
Form des Hédmatococcus hervorgegangen, die bis zu 8 Passagen in neuen Kultur- 
lésungen durchgemacht hatten. Durch das starke Zusammenballen der Dauerzellen 
waren die vorangehenden Beobachtungen sehr erschwert worden. Deshalb wurden 
nun die Dauerzellen in der Kulturlésung solange geschiittelt, bis die Gruppen von 
Dauerzellen sich aufgeteilt hatten und die Zellen weitgehend einzeln in der Lésung 
schwebten. Von dieser Suspension wurden Tropfen auf die Agarplatten aufgebracht, 
so daB die Dauerzellen voneinander isoliert lagen. 

Bei normaler Belichtung und einer durchschnittlichen Temperatur von 
16° C traten zuerst, da die Kulturen nicht bakterienfrei waren, in der 
Umgebung der Dauerzellen mehr oder weniger dichte Bakterienhéfe auf. 
Nach etwa 10 Tagen erschienen dann plotzlich zahlreiche Amében, deren 
Herkunft zuerst nicht eindeutig festzustellen war (Abb. 2). Auf den Agar- 
kulturen waren nimlich 3 verschiedene Entwicklungsstadien des 
Hématococcus nebeneinander zu beobachten: In der Hauptsache durch 
8—16fache Teilungen aus den Dauerzellen neu hervorgegangene Aplano- 
sporen, weiterhin vegetative Zellen, die ebenfalls durch Teilungen der 
Dauerzellen entstanden waren und schlieBlich Gameten, die aber bald 
zugrunde gingen. 

Nach dem Ausschliipfen der vegetativen Zellen wurden die Teilungen 
fortgesetzt und fiihrten zur Bildung palmellaahnlicher Lager. Zuerst 
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schien es als ob diese vegetativen Zellen der Entstehungsort der Amében 
seien. Die Zellen unterschieden sich durch einige auffallende Eigen- 
schaften von der normalen vegetativen Form des Hédmatococcus: Als 
wesentlichstes Merkmal fehlten ihnen die GeiBeln und die auBere breite 
hyaline Hiille. Die Form der Zellen war rund bis elliptisch, konnte aber 
durch gegenseitige Abplattung auch vdllig polygonal werden. Am 
stirksten verinderten die Zellen ihre Form, die in den Randzonen dieser 


Abb. 2. Typisches Bild aus einer Kultur mit Dauerzellen und Amében (400 mal). 


palmellaihnlichen Gruppen lagen. Teilweise waren sie bis zum 4fachen 
ihrer normalen Lange gestreckt und hiufig an einem oder beiden Enden 
stark angeschwollen. Die immer geringer werdende Griinfirbung, das 
deutliche Hervortreten des aufgelockerten Hiimatochroms und die gut 
sichtbare Vacuolenbildung lieBen vermuten, da diese Zellen ein 
Zwischenstadium auf dem Wege zur Amdbenbildung darstellten. Es 
erwies sich aber bald, daB es sich bei den geschilderten Vorgingen um 
Absterbeerscheinungen handelte. 

Es blieb also nur die Méglichkeit, daB die Amében aus den Dauerzellen 
hervorgegangen waren. Auf diese wurden daher die weiteren Beob- 
achtungen beschriinkt. Je nach den Kulturbedingungen kann man 
zwischen rein rot gefiirbten und solehen Dauerzellen unterscheiden, bei 
denen nur das Zentrum rot und die peripheren Teile reingriin gefirbt 
sind. Die véllige Rotfirbung der Dauerzellen wird durch Stickstoft- bzw. 
Phosphormangel bedingt (REICHENOW). 

Fortlaufende Beobachtungen zeigten, daB aus beiden Formen der 
Dauerzellen Amében hervorgehen kénnen. Im einzelnen ergab sich 


arn 
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folgendes Bild: Die iuBeren, zum Teil griinen Schichten des Protoplasten, 
die an die Membran angrenzen, beginnen farblos zu werden (Abb. 3). Das 
Verblassen der roten bzw. griinen Farbe schreitet dann weiter nach innen 
fort. Zuletzt befindet sich nur noch ein 
roter, Hamatochrom fiihrender zentraler 
Teil, von einer farblosen und etwas kor- 
nigen Hille umgeben, innerhalb der 
Membran. Die vorher in der Peripherie 
der Dauerzelle gut sichtbar gewesenen 
Reservestoffkérnchen verschwinden. Das 
erst dicht zusammengelagerte Hamato- 
chrom lockert sich auf und die einzelnen 
verschieden groBen Korner werden deutlich 
erkennbar. Nun hebt sich an einigen pe ee ee ree 
Stellen der Protoplast von der Zellwand 
ab. Diese offnet sich spiter und der nackte Protoplast kann aus der 
Zelle austreten und sich fortbewegen (Abb. 4 und 5). 

Zu weiteren Untersuchungen wurden als Ausgangsmaterial nicht 
Dauerzellen sondern die bewegliche Form des Hédmatococcus pluvialis 


Abb. 5. 
Abb. 4. Die Protoplasten der Dauerzellen sind Dauerzelle mit gedffneter Membran und all- 
teilweise von den Winden abgehoben (400 mal). seitig abgehobenem Protoplasten (800 mal). 


genommen. Die Zellen wurden nach 6—7 Passagen in der letzten Losung 
wieder phototaktisch angesammelt und auf die Agarplatten aufgespritzt. 
Nach spatestens 60 Std hatten sich alle Zellen abgerundet, mit einer 
Membran umgeben und zu Dauerzellen umgebildet. Auch bei diesen 
Untersuchungen zeigte sich, daB aus den neugebildeten Dauerzellen 
Amében entstehen kénnen. Dies geschah allerdings in erheblich gerin- 
gerem Umfang als bei den vorangegangenen Versuchen, bei denen altere 
Dauerzellen als Ausgangsmaterial genommen worden waren. 
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Besondere Untersuchungen wurden durchgefiihrt um festzustellen, in 
welcher Zeit und in welcher Anzahl Dauerzellen in die améboide Form 
iibergehen kénnen. Auf den Agarplatten wurden genau festgelegte 
Bezirke mehrere Wochen hindurch kontrolliert und der jeweilige Zustand 
mit dem Zeichenapparat festgehalten. Die gut feststellbare Abnahme der 
Dauerzellen und das entsprechende Auftreten leerer Hiillen lieBen die 
Zahl der entstandenen Amében recht genau verfolgen. Durchschnittlich 
wurden von den Dauerzellen in Am6ében umgebildet: Innerhalb von 
14 Tagen 30%, nach 3 Wochen noch 20% und nach insgesamt 4 Wochen 
noch weitere 10%. Der Rest blieb unverandert als Dauerzellen erhalten. 

Die Untersuchungen erstreckten sich tiber die Zeit von September 1949 
bis Marz 1950. Eigenartigerweise gelang es seit der zweiten Februarhalfte 
trotz mannigfacher Variation in der Versuchsanordnung nicht mehr, die 
Bildung von Amoben zu reproduzieren. Die Fahigkeit dazu schien dem 
Hdmatococcus schlagartig verloren gegangen zu sein. Eine Erklarung fiir 
diese Erscheinung kénnte méglicherweise im Zusammenhang mit jahres- 
zeitlichen Einfliissen gesucht werden. 


Zusammenfassung. 


In Kulturen von Hématococcus pluvialis auf Agarnihrbéden kénnen 
Dauerzellen in einen amdboiden Zustand iibergehen. 

Typisch ist das schlagartige Auftreten und Absterben der rotgefarbten 
AmoOben in einer bestimmten Zeit nach dem Ansetzen der Kultur. 

Zur Entstehungsméglichkeit der améboiden Formen scheinen jahres- 
zeitliche Beziehungen zu bestehen. 
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(Aus dem Institut fiir Technische Mykologie der T. H. Miinchen 
in Weihenstephan.) 


Beitrag zur Hefecytologie. 


Von 
KLAUS LIETZ. 


Mit 13 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 15. Februar 1951.) 


Der Kern der Hefe und sein Verhalten bei der Sprossung und Sporen- 
bildung sind schon haufig untersucht worden. Die Ansichten der einzelnen 
Forscher iiber seinen Bau und iiber die Vorgange bei der Mitose gehen 
jedoch weit auseinander. Eine der Ursachen besteht zweifellos darin, daB 
der Hefekern sehr klein ist und in seinen Einzelheiten an der Grenze der 
Aufloésungsfahigkeit unserer normalen Mikroskope liegt. Daneben gibt es 
noch keine einheitliche, anerkannt gute Methode, um den Hefekern mit 
seinen Strukturen darzustellen. Aus diesem Grunde lehnt z. B. WINGE 
(1948) es ab, die Ergebnisse seiner morphologischen Untersuchungen 
eytologisch zu untermauern. Uberblickt man das bisher vorliegende 
Material, so erscheint es vor allem notwendig, folgende Fragen zu kliaren: 


1. Weicht der Hefekern morphologisch und in seiner Struktur vom 
normalen Kernbau ab? (Kernbau). 2. Teilt sich der Hefekern mitotisch, 
also unter Auftreten von Chromosomen, oder amitotisch, lediglich durch 
hantelformiges Abschniiren des Kernes? (Kernteilung). 3. LaBt sich die 
von WINGE aufgestellte Hypothese des Vorkommens einer Haplo- und 
Diplophase bei Hefen cytologisch sichern? (Kernphasenwechsel). 


I. Kernbau. 


A. Bisherige Anschauungen. 


Nach Janssens und Lesnanc besteht der Hefekern aus Membran, Kernplasma, 
Chromatin und einem Nucleolus. FernperG konnte dagegen nur eine lockere Chro- 
matinsubstanz feststellen. FuHRMANN beobachtete an der ruhenden Zelle folgendes: 
Der Kern ist klein und 1a8t noch feinere Strukturen erkennen. Die chromatische 
Substanz erscheint als Anhaufung feiner K6rnchen, unter denen mitunter ein 
groBeres Korn auffallt, das er zunachst fiir den Nucleolus halt. Er distanziert sich 
spater aber wieder von seiner Behauptung, weil das Korn die fiir Nucleolarsubstanz 
typische Farbbarkeit durch Methylenblau nicht besitzt. Kont kommt zu dem 
Ergebnis, da8 der ruhende Hefekern dem vieler hoherer Pilze ahnelt. Er ist ungefahr 
scheibenformig und nicht selten durch die Vacuole deformiert, so da er uhrglas- 
formig erscheint. Nach seiner Ansicht besitzt der Hefekern cine deutliche Kern- 
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membran, Kernsaft und in diesem ein ,,stattliches Krystalloid’*. Der Saftraum ist 
von einem feinen Kerngeriist (= Linin) durchsetzt. Einen Nucleolus oder Nucleoli 
konnte er mit Sicherheit nicht beobachten. Mit den normalen basischen Kernfarb- 
stoffen erscheint der Kern in den Hefezellen als homogen gefarbte Blase, in der kein 
Krystalloid zu erkennen ist. WAGER und PENISTON weichen von den beschriebenen 
Ansichten grundsatzlich ab. Sie fassen den bisher als Vacuole angesprochenen Zell- 
saftraum als Nuclear-Vacuole und das, was man bisher fiir den Kern hielt, als 
Nucleolus auf. Nach Gur~~rerMonp, der ahnlicher Meinung ist wie die Autoren 
vor WaGcEeR und Prniston, ist der Zellkern von einer Membran umgeben und 
wird von Kernplasma gebildet, in dem sich ein Nucleolus, das Chromatin und ein 
mehr oder weniger gut sichtbares Linin-Geriist befinden. HENNEBERG beobachtete als 
erster den Kern in lebenden Zellen und machte ihn durch Behandlung mit 
0,25—0,5% iger Essigsaure sichtbar. Den Kern hungernder Zellen farbte er vital mit 
Gentiana- und Krystallviolett, Methylenblau und Eosin. Nach seinen Beobach- 
tungen besteht der Kern aus dem Kernleib und dem dichteren Kernkopf. KaTER 
beschreibt den Nucleolus von Saccharomyces cerevisiae als dem der héheren Pflanzen 
sehr ahnlich. In der Mitte des Kernes liegt seiner Meinung nach ein basophiler 
Nucleolus, von dem schwach basophile Lininstringe zur Kernmembran laufen. 
Innen an der Kernmembran sind eine Anzahl chromatischer Granula angeordnet. 
Rocuutna fairbte den Hefekern nach FEULGEN und berichtet, daB er ein blasen- 
formiges Gebilde mit einem gut farbbaren Segment sei. Brams, ZELL und SULKIN 
beobachteten nach HrrpENHAIN-Hamatoxylin-Farbungen einen hellen Hof um den 
Kern, wollen aber nicht entscheiden, ob es sich dabei um eine wirkliche Kern- 
Vacuole handelt —- gemeint ist wohl Kernvacuole im Sinne von WaGeER und 
PENISTON — oder um eine Schrumpfung des Kerns. LINDEGREN (1945) schlieBt sich 
der Meinung von WAGER und PENISTON an und kommt bei Saccharomyces cerevisiae 
zu folgendem Ergebnis: Der bisher als Vacuole bezeichnete Zellsaftraum ist der Hefe- 
kern. In diesem Kern liegen 12 Chromosomen, die er mit Toluidinblau gefarbt und 
deren feulgen-positive Reaktion RaraLko (unverdéffentlicht) beobachtet hat. Sie zei- 
gen starke Brownsche Bewegung und sind oftmals der Vacuolenwand von innen an- 
gelagert. Das von den friiheren Autoren als Kern angesprochene feulgen-positive Zell- 
element beschreibt er als Centrosom. LILL1an NAGEL bezeichnet als ,,Parvikorp“ das 
feulgen-positive und meist als Kern angesprochene Zellelement und als ,,Magnikorp‘‘ 
den Teil der Zelle, der bisher als Vacuole bezeichnet wird. Beide Teile scheinen nach 
ihrer Meinung mit der vegetativen Kernteilung in Zusammenhang zu stehen. 


Es besteht demnach bis heute keine allgemein anerkannte Auffassung 
tiber den Bau des Hefekerns. 


B. Eigene Beobachtungen. 


Als Objekt fiir die Untersuchungen diente ein im Institut gefiihrter 
Stamm von Zygosaccharomyces priorianus. 


l. Methodisches. 


Zur Darstellung der Chromosomensubstanz hat sich, wie bereits betont, die Nucleal- 
reaktion nach FrULGEN als besonders elektive Farbung erwiesen. Leider muBte 
festgestellt werden, daB diese Methode durchaus nicht immer gleichmaBige Farbungen 
ergibt. Die Intensitiit der Farbung wechselt sehr stark. Das scheint einer- 
seits vom physiologischen Zustand der Zelle abzuhangen. Auferdem scheinen ge- 
wisse Zellinhaltsstoffe oder Stoffe des Substrates die Farbung zu stéren oder zu 
verhindern. So hat z. B. ScHarpeE (1939) festgestellt, da& Gerbsaure die Nucleal- 
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reaktion ungiinstig beeinfluBt. Es wurde daher, um die Gerbsaiure von der Hefe 
moglichst fernzuhalten, ungehopfte Vorderwiirze bzw. synthetische Nahrlésung zur 
Heranzucht der Hefe verwendet, ohne da dadurch eine auffallende Verbesserung 
erzielt wurde. Daneben spielt auch die Zeit eine Rolle, wihrend der man die Salz- 
sdure zur Hydrolyse auf den Kern einwirken la8t. Diese hangt wiederum von dem 
Fixiermittel ab. Endlich wird die Intensitit anscheinend auch von der Art der 
Fixiermittel und von der Konzentration der Thymonucleinsiure beeinflugt. Je 
dichter das Chromatin ist, um so kraftiger mu8 die Farbung werden, je lockerer es 
aufgeteilt ist, um so schwicher und verwaschener sich der Kern darstellen. 
Meine Feststellungen tiber die schwankenden Ergebnisse bei der Farbung nach 
Fruueen decken sich mit den sehr sorgfaltigen Beobachtungen Levans iiber die 
Kernfarbung bei Hefen (S. 464). Ein Nachteil der Nucleal-Reaktion liegt weiterhin 
darin, da8B sie nur die thymonucleinsaurehaltigen Kernelemente darstellt, wahrend 
alle anderen Kernstrukturen ungefairbt bleiben. Nachbehandlung mit anderen 
Farbstoffen, vor allem mit Gentiana-Violett, verschafft uns keinen weiteren Ein- 
blick in den Gesamtaufbau des Hefekerns, da die Verinderungen in der Zelle durch 
die Hydrolyse anscheinend recht erheblich sind. 


Die Farbung mit Eisenhamatoxylin nach HemeEnnatn ist ein Absorptionsvor- 
gang, also physikalischer Natur. Sie gibt sehr kraftige Kernfarbungen, jedoch ist es 
fast unméglich, so zu differenzieren, daB nur die Chromosomen gefarbt bleiben. Sie 
hat gegentiber der Fxuteenschen Nucleal-Reaktion den Vorteil, daB bei richtiger 
Differenzierung Kernstrukturen gefarbt werden, die mit Fruntamn nicht dar- 
zustellen sind. Ich habe bei der Farbung mit HurprnHatns Hisenhamatoxylin die 
gleiche Festellung wie BELAR gemacht, daB entgegen friiher geauSerten Meinungen 
frisch hergestellte, gereifte, goldgelbe Hamatoxylinlésungen besser farben und 
klarere Bilder ergeben als alte, woméglich gebrauchte Lésungen. Andere Himatoxy- 
linfarbungen, wie saures Hamatoxylin nach Enriicn, Chromhamatein nach 
Hansen, Hisenhamatoxylin nach Weicert brachten keine brauchbaren Kern- 
farbungen. Nur das Hisentrioxyhimatein nach HANSEN zeigte ahnliche Ergebnisse 
wie die HnrpenHaAtnsche Methode. 


Alkoholische Saurefuchsinlésung (2%) mit gleichen Teilen einer 20%igen 
wiBrigen Essigsiure verdiinnt ergab nach Hydrolyse und 2—3stiindiger Hin- 
wirkung ebenfalls Kernfarbungen, jedoch nur in wenigen Fallen erkennbare Kern- 
strukturen. — Triacid (Methylgriin, Fuchsin-S, Orange-G) zeigte manchmal Kern- 
farbung, jedoch ohne Struktur. — Mit den basischen Kernfarbstoffen, wie Fuchsin, 
Gentianaviolett, Safranin, ebenso mit Chromalauncarmin wurden nur in sehr 
wenigen Fallen Strukturen gefarbt, bei denen es sich um den Hefekern zu handeln 
schien. Plasma und Kern halten offenbar den Farbstoff etwa gleich stark fest, so daB 
sie auch beim Differenzieren etwa gleich schnell entfarbt werden. Wurden mit ihnen 
Kernfarbungen erreicht, so zeigte der Kern keine Strukturen, sondern sah wie eine 
homogene Blase aus. 

Die Mehrfachfarbungen brachten bei der Hefe ebenfalls andere Ergebnisse, als 
man sie bei den Zellen héherer Pflanzen gewohnt ist. So farbten sich z. B. bei der 
Dreifachfarbung mit Safranin, Gentianaviolett und Orange-G nach FLEMMING 
ebenso wie mit Safranin, Magdalarot, Azur II nach Wurre die Granula mit den 
Kernfarbstoffen, wahrend der Kern selbst iiberhaupt nicht, oder aber nur als 
homogene, etwas dunkler gefarbte Scheibe im Plasma erschien. — Nach der 
Gimmsa-RomaNowsky-Farbung (Azur II-Hosin) soll sich das Cytoplasma blau und 
der Kern rot fiarben. Bei den Hefezellen erschienen Zellplasma blau und die Granula 
rot. Der Kern konnte nicht festgestellt werden. — Die Methylblau-Kosin-Farbung 
nach Mann, bei der das Cytoplasma violett, der Nucleolus rot und das Chro- 
matin blau erscheinen soll, farbte bei der Hefe alle Zellen gleichmaBig rot. 
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Keine Farbung wurde erreicht mit Carminessigsiure nach der von GEITLER vor- 
geschlagenen Schnellmethode, auch nicht nach vorheriger Alkohol-Eisessig- 
Fixierung. 

Dagegen konnten mit der von HaNNEBERG angegebenen Darstellung 
des Kerns in lebenden Zellen durch 0,5%ige Essigsiure einige Erfolge | 
erzielt werden. In 0,02% iger waBriger Gentianaviolettlosung nimmt der — 
Kern in einigen Zellen den Farbstoff auf und erscheint als mehr oder — 
weniger stark gefiirbte, homogene Scheibe, die manchmal ein dunkleres H 
Segment aufweist. Beide Darstellungen hatten nur bei Hungerhefen — 
Erfolg. 

Wenn bei den angegebenen Farbungen vom Kern gesprochen wird, so 
sind damit jene Zellstrukturen gemeint, die in Lage, GréBe und Form mit 
den Bildern zu vergleichen sind, die mit den Methoden von FEULGEN oder : 
HEIDENHAIN erhalten werden. 

Bei der von LinpDuGREN (1945) angegebenen Methode zur Farbung der Chromo- j 
somen (4 cm? gesittigte waBrige Toluidinblaulésung + 20 cm* Formol + Essig- — 
sdiure bis zum py von 2,5) handelt es sich um eine Methode, die normalerweise zur — 
Volutin-Farbung benutzt wird. Die Farbung tritt nicht auf, wenn die Hefe mit 
60° igem Wasser oder 5% iger Saure vorbehandelt wird. In beiden Fallen geht nach 
Angaben von JANKE und RippEL-Batpes Volutin in Lésung. Dagegen farben sich 
die gleichen Zellelemente nach Formolfixierung mit Methylenblau. Die Farbung 
bleibt nach Differenzierung in 1%iger Schwefelsiiure erhalten. Das ist der iibliche 
farberische Nachweis des Volutins. In den nach LINDEGREN behandelten Zellen 
konnten keine Bilder festgestellt werden, die Anlaf dazu gegeben hiatten, von 
Chromosomen zu sprechen. Daraus ist der Schlu8 zu ziehen, da’ LrinpEGREN nicht 
Chromosomen, sondern Volutin dargestellt hat. 

Leider ist die Frage nach der geeignetsten Fixiermethode fiir den Hefe- 
kern noch schwieriger zu beantworten als die nach der giinstigsten 
Farbung. Nach den vorliegenden Beobachtungen sind die kleinen 
Chromosomen der Hefe fast ohne Zwischenraum im Kern zusammen- 
gedringt. AuSerdem haben sie, wie Luvan schon festgestellt hat, ein | 
starkes Bestreben, sich zu einem oder meist zu 2 Kérpern zusammen- | 
zuschlieBen. Es ist daher verstindlich, warum es so schwer ist, Hefe- 
chromosomen bzw. Einzelheiten der Kernteilungsstadien darzustellen 
und warum nur wenige Fixiermittel dafiir geeignet sind. Schrumpft bei 
der Fixierung die Kernsubstanz auch nur in geringem Mage, so sind die 
feinen Strukturen nicht mehr zu erkennen. Ein gleicher MiBerfolg ergibt 
sich, wenn die Chromosomen beim Fixieren quellen. Sie fiillen dann die 
kleinen Zwischenriiume aus, legen sich eng aneinander und bilden eine 
verschwommene, homogene Masse ohne Struktur. Um einen Uberblick 
iiber die Kignung der einzelnen Fixiergemische fiir die Darstellung des 
Hefekernes zu gewinnen, wurden die iiblichen Gemische gepriift. 

Die von FruxceEn fiir die Nuclealreaktion als giinstigstes Mittel angegebene 
Sublimat-Essigsiiure, die auch von Brams, ZELL und SutKrn benutzt wurde, ist 
wenig geeignet, da sie kaum Strukturen zeigt. Nach den Beobachtungen Bauvrrs 
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(nach Romets 1948) quellen die Chromosomen nach Sublimat-Essigsiure-Behand- 
lung bei der folgenden Hydrolyse. Ebensowenig eignet sich die Fixierung mit Eise ssig- 
dampfen, wie sie von Emit1a RocHLin angewendet wurde, oder das von WINGE 
und LaustsEN (1937) benutzte Chloroform. 98°%iger Alkohol, kalt oder kochend, 
ergibt stark geschrumpfte Kerne, ahnlich wie die Alkoholgemische von CarNnoy und 
Scuauptnn. Die Gemische auf Pikrinsiurebasis zeigen zwar wenig Strukturen, 
aber man kann Kernteilungsfiguren erkennen. Sie sind besonders gut geeignet, 
wenn die Praparate mit Hamatoxylin gefarbt werden sollen. Zu ihnen gehért Bouin 
mit seinen Modifikationen und Tripiform. Das gleiche gilt von den Gemischen auf 
Sublimatbasis. Gute Ergebnisse, d. h. intensive Farbung und Erhaltung der 
Kernstruktur, wurden mit Kaliumbichromat-Gemischen erreicht. Sehr gut er- 
halten Osmiumtetroxydgemische die Hinzelheiten des Kerns. Die giinstigste Fixie- 
rung schien zunachst durch einfache Raucherung mit Osmiumdampfen wah- 
rend 1 min und anschlieBende Hartung mit Alkohol erzielt zu werden. Die Fixie- 
rung mit Osmiumsiure hat aber leider folgenden Nachteil: Die Hefezellen erhalten 
stets in kleinerer oder gréBerer Menge Ol, deren ungesittigte Fettsiuren mit 
Osmiumsiaure eine Braunfarbung der Zelle ergeben und so die Beobachtung des 
Kerns stéren oder unméglich machen. Zur Beseitigung dieser Anfarbung miissen 
die Zellen mit H,O, behandelt werden. Diese Bleichung hat jedoch zur Folge, daB 
die Nuclealreaktion oftmals kaum oder iiberhaupt nicht zustande kommt. 

Unter Beriicksichtigung der dargestellten Ergebnisse wurde folgende 
Praparationstechnik angewendet: Zur Fixierung wurde nicht Osmium- 
sdure, sondern ein Kaliumbichromatgemisch verwendet. Die diinn aus- 
gestrichene Hefe wurde sofort 3/, Std im Dunklen mit HELLy fixiert, dann 
mit destilliertem Wasser 10—12 Std ausgewaschen und in 96% igem 
Alkohol 12—18 Std gehartet, 8 min in 1/n HCl hydrolysiert, mit Wasser 
ausgewaschen und 3 Std mit fuchsinschwefliger Saéure gefarbt. Nach 
kurzem Eintauchen in SO,-haltige Spiilfliissigkeit wurde eine halbe 
Stunde in flieBendem Leitungswasser gewaschen und wber Alkohol, 
Methylbenzoat und Xylol in Canadabalsam eingebettet. Durch Blind- 
versuche, d. h. Farbung ohne Hydrolyse, konnte festgestellt werden, daB 
nicht zum Chromatin gehérende Zellbestandteile ungefarbt blieben. Es 
zeigte sich lediglich in vielen Fallen eine sehr gleichmaBige, mehr oder 
weniger stark rot-violette Farbung der gesamten Zelle, die bekannte 


Plasmal-Reaktion. 


2. Ergebnisse. 


Die auf diese Weise hergestellten Praparate fiihrten zu folgenden Er- 
kenntnissen tiber den Kernbau der Hefe: ; 

Wie schon gesagt, farbt sich mit den basischen Kernfarbstoffen bei 
richtig abgestufter Differenzierung ein blasenformiges, homogenes 
Gebilde. Das gleiche Blaschen wird sichtbar nach Vitalfirbung mit 
0,02% igem Gentianaviolett und bei Behandlung der Hefe mit 0,5 % iger 
Essigsiure, ebenso nach Farbung mit Kisenalaunhématoxylin und Hisen- 
trioxyhimatein. Nach der Vitalfirbung und den beiden Himatoxylin- 
farbungen sind ferner eine Membran und ein sichelartiges Segment an der 
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Wandung des homogen gefarbten Blischens zu beobachten, allerdings 
nur bei richtig abgestufter Differenzierung oder bei im rechten Augenblick 
unterbrochener progressiver Farbung. VerpaBt man in beiden Fallen 
den geeigneten Zeitpunkt, so ist der gesamte Kern entfarbt oder 
homogen gefirbt, oder es treten Kernstrukturen auf, die als Artefakte 
gedeutet werden miissen (Abb. 1)?. 

In nach FEULGEN gefarbten Priiparaten beobachtet man dagegen eine 
flache, uhrglasihnlich gewélbte Scheibe. Diese Scheibe 1a8t sich in ein 
und derselben Zelle von allen Seiten beobachten, wenn sich beim Ein- 
betten der Praparate in Canadabalsam einzelne Zellen vom Deckglaschen 


Abb. 1. Zygosaccharomyces priorianus, Ruhekerne. a Firbung mit Hisentrioxyhimatein. Der 

Kern erscheint als homogen gefirbte Blase; Chromatin nicht gefirbt. 6 Fairbung wie a. Chro- 

matinsegment zu erkennen. ¢ Der gleiche Kern wie bei } bei verschiedener Stellung der Mikro- 

meterschraube. d Fiirbung mit Safranin. e—g Vitalfirbung mit 0,02°%igem Gentianaviolett. 2 Kern 

nach Behandlung mit 0,5%iger Essigsiiure. Die Zellen e—A erscheinen gréBer, da nicht fixiert und 
nicht eingebettet. ¢ Mikrophoto nach Vitalfiirbung mit Gentianaviolett. 


ablésen und in dem noch fliissigen Balsam umherschwimmen. Betrachtet 
man die Scheibe von oben (Abb. 2, a, b), so sieht man, da sie kein 
homogenes Gebilde ist, sondern aus einzelnen, eng zusammenliegenden 
Kornchen besteht, die hiufig zu zweidurch einen mehr oder weniger gut 
erkennbaren Spalt getrennten K6érpern zusammengeschlossen sind. Von 
der Seite gesehen ist der Kérper halbmondformig, sichelartig (Abb. 2, ¢, d). 
An der Innenseite der Sichel ist mit einer gewissen Regelmafigkeit, vor 


' Die in dieser Arbeit wiedergegebenen Fotografien wurden mit dem ,,Ultraphot*t 
der Firma Zeif und dem ,,Panphot‘ der Firma Leitz angefertigt. Die Zeichnungen 
sind durch Projektion des mikroskopischen Bildes gemacht worden, wobei Zelle und 
Kern festgehalten wurden, Die Chromosomen und die Struktur des Kernes sind dann 
freihandig nach den Beobachtungen am Mikroskop eingezeichnet worden, da es 
nicht gelang, durch Projektion und Fotografie Bilder zu erreichen, die den direkt 
beobachteten an Schirfe gleichkamen. Die VergroBerung der Fotografien ist 1400 
baw. 800mal, die der Zeichnungen etwa 3000mal, 
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allem in gegengefirbten Priparaten, ein heller Hof festzustellen. Danach 
stellt der oben beschriebene, nach FEULGEN firbbare, scheibenformige 
Korper nur einen Teil des Kernes dar, und zwar das gleiche sichelartige 
Segment, das nach den einleitend erwihnten Vital- und Hamatoxylin- 
farbungen in der sonst homogen gefirbten Kernblase erscheint. 


Zusammenfassend ergibt sich folgende Vorstellung: Der Zellkern der 
Hefe hat die Gestalt eines von einer Kernmembran umgebenen kugel- 
formigen Blaschens, das vom Kernplasma erfiillt ist. Im Kernplasma 
liegt, dicht zusammengedrangt und einer Seite der Kernwand an- 
gelagert, die feulgenpositive, chromatische Substanz in Gestalt einer 
uhrglasformigen Scheibe. Im Gegensatz zu den Kernen hoherer Pflanzen, 
bei denen sich das Chromatin im allgemeinen mit basischen Farbstoften 
darstellen lai Bt, ist dies bei der Hefe nicht der Fall. Innerhalb der Zelle ist 
der Kern meist einer Vacuole angelagert. Bei Hungerzellen mit groBer 
Vacuole kann er durch die Vacuole deformiert, also plattgedriickt werden. 
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Abb. 2. Zygosacch, priorianus, Ruhekerne. a—d Farbung nach FEULGEN. e Mikrophoto, 
Farbung nach FEULGEN. 


Oftmals leistet er dieser Abplattung Widerstand und ragt dann ein Stiick 
in die Vacuole hinein. 

Es bleibt nun noch die Frage offen, wo sich die Nucleolarsubstanz des 
Hefekerns befindet. Wie oben (S. 277) berichtet, war mit den Mehrfach- 
farbungen kein Nucleolus nachweisbar. Eine Reihe von Beobachtungen 
sowie die Feststellungen von CaspERSsSON und Branpr deuten jedoch 
darauf hin, da& der Hefekern in diesem Punkte wahrscheinlich vom 
typischen Kernbau abweicht: In den Hefezellen fallen durch ihre gute 
Farbbarkeit die Volutingranula auf. Es handelt sich beim Volutin nach 
JANKE um einen nucleinsiurehaltigen Reservestoff. RrppEL-BALDES 
spricht von einem Reservestoff, ,,der friiher als metachromatische 
Kérperchen und falschlich als Zellkern angesprochen wurde“, Die von 
vielen Forschern angenommene Verwandtschaft des Volutins mit dem 
Zellkern wurde von CASPERSSON und BranpT insofern bestatigt, als sie 
mit Hilfe des Ultraviolettabsorptionsspektrums feststellten, daf die 
Volutinkérnchen Ribosenucleinséure enthalten, die typisch fiir die 
Nucleolarsubstanz ist. 

Betrachtet man die Farbbarkeit der Volutingranula, so fallt, wie oben 
(S. 277) besprochen, ihre ausgesprochene Affinitat fiir Kernfarbstoffe auf. 


i ) 
Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 16. 20 
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Daneben wird Volutin farberisch mit Methylenblau nachgewiesen, das 
aber gleichzeitig ein charakteristischer Farbstoff fiir Nucleolen ist. Zum 
Beispiel ging FUHRMANN von seiner Vermutung, einen Nucleolus gefun- 
den zu haben, wieder ab, weil sein ,,Kernkérperchen* sich nicht durch 
Methylenblau fiarben lieB. Als weiteres Beispiel fiir die Verwandtschaft 
des Volutins mit der Nucleolarsubstanz sei auf ScHAEDE (1936) hin- 
gewiesen, der angibt, daB bei ungeniigender Wasserung mit SO,-Wasser 
der mit fuchsinschwefliger Saure gefarbten Praparate die Nucleolen oft rosa 
gefiirbt bleiben und somit eine schwach positive Reaktion vortéuschen 
konnen. Die gleiche Reaktion zeigten bei meinen Hefepraparaten die 
Volutingranula. 


Nach allem ergibt sich, da8 der Hefezellkern offenbar keinen Nucleolus 
besitzt. Dagegen legt der eben geschilderte Vergleich des farberischen 
Verhaltens die Annahme nahe, daB die im Zellraum verteilten Volutin- 
granula als den Nucleoli homologe Organelle anzusehen sind. Die Hefe 
wire dann dadurch ausgezeichnet, daf sie extranucleiire Nucleoli besitzt. 


Im folgenden soll versucht werden, die Beobachtungen der friiheren 
Autoren mit den hier gegebenen Vorstellungen zu vergleichen bzw. in Ein- 
klang zu bringen. Die Ansichten der Hauptvertreter seien herausgegriffen. 


GUILLIERMOND schreibt: (1912, 8.72) »Le noyau..... est entouré d’une 
membrane colorée et constitué par un nucléoplasme incoloré dans lequel se trouvent 
un nucléole et une charpente chromatique plus ou moins abondante et plus ou moins 
visible, suivant les espéces.« In seinen Zeichnungen von Eisenhéimatoxylin- 
praparaten ist die Membran stets sehr gut zu erkennen. An der Wandung liegt ein 
halbmondférmiges Segment oder aber der Kern ist véllig einheitlich schwarz. Es 
handelt sich bei dem Segment offenbar um das feulgenpositive Chromatin. GuIL- 
LIERMONDS Nucleolus und sein Liningeriist sind als Chromatin oder Artefakte 
aufzufassen. 

Das von Kont festgestellte ,,stattliche Krystalloid* entspricht méglicherweise 
der Chromatinsubstanz. Die kantige Struktur kénnte vor allem durch ungeeignete 
Fixierung entstanden sein (Kout 1la8t die Hefe bei der Priparation z. B. haufig ein- 
trocknen). Mit Safranin und anderen Kernfarbstoffen findet er in Ubereinstimmung 
mit den auf $8. 277 dargestellten eigenen Beobachtungen nur eine homogen gefarbte, 
oftmals deformierte Blase ohne Krystalloid. 


Der von FunRMANN bei Kisenhimatoxylin-Priparaten haiufig beobachtete helle 
Hof um den Ruhekern entspricht dem entfarbten Kernplasma, in dem sich die 
feulgenpositive, chromosomale Substanz befindet. FuHRMANN (S. 773) halt ihn je- 
doch als nicht zum Kern gehérig, sondern fiir eine in der Nihe befindliche Vacuole, 
ebenso SWELLENGREBEL. Auch Beams, ZELL und Sutxrn (S. 33) haben einen Hof 
beobachtet, jedoch nur bei Himatoxylinpriparaten ; es scheint sich um den gleichen 
Hof zu handeln, von dem FuHRMANN spricht. Die Kernmembran und der Kern- 
saftraum sind, wie auf 8.277 berichtet, am besten mit Eisenhamatoxylin, nicht 
aber nach Fruntaen darzustellen. So konnten Beams, ZeLi und SuLKInN ihre 
»vacuole-like structures auch nur in Hamatoxylin, nicht aber in FeuL@En-Pra- 
paraten beobachten. 


Hennepera, dessen Vitalfirbungen durch eigene Versuche bestitigt werden 
konnten, spricht von ,,Kernleib** und ,,Kernkopf.‘* Bei seinem Kernleib handelt es 
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sich augenscheinlich um den Kern, wihrend sein Kernkopf die Chromosomensub- 
stanz darstellt. 


Rocurtina machte (8.305) an ihren FrvuLGEN-Praparaten die gleichen Beob- 
achtungen, wie sie hier beschrieben werden; nur lieB bei meinen Untersuchungen 
eine geeignete Fixierung erkennen, da der feulgenpositive Kernteil nicht, wie sie 
mere ein kompaktes, rundes Kérperchen ist, sondern aus einzelnen Kérnchen 

esteht. : 


Wie bereits betont, sind WacER u. PENIsTON sowie LINDEGREN (1945) grund- 
satzlich anderer Ansicht als die eben genannten Forscher. Sie halten die Zellvacuole 
fiir den Kern und beschreiben das feulgenpositive Zellelement als Nucleolus 
bzw. als Centrosom. In der Vacuole beobachtet LInDEGREN bei Bierhefe 12 in 
Brownscher Bewegung befindliche Chromosomen. Ich kann mich LrnpEGRENS 
Meinung nicht anschlieBen, denn abgesehen davon, daB es mir bisher nicht gelungen 
ist, irgendwelche nuclealpositiven Hlemente in der Zell-Vacuole nachzuweisen, 
tauchen sofort folgende Fragen auf: Welche der Vacuolen stellt den Kern dar, wenn 
in der Zelle mehr als eine Vacuole vorhanden sind ? Wo ist der Kern, wenn die Hefe- 
zelle, wie es haufig in jungen Zellen zu finden ist, keine Vacuole aufweist ? Warum ist 
in hungernden Zellen, in denen die Vacuole fast den ganzen Zellraum ausfiillt, der 
sogenannte Kern unverhaltnismaBig groB, wahrend er in den gleichen Zellen bei 
guter Ernaéhrung erheblich kleinere Ausmafe hat ? Die von LINDEGREN als Centro- 
som angesprochene Struktur zeigt in allen Fallen feulgenpositive Reaktion. Linpr- 
GREN hat zwar recht, wenn er schreibt (S. 774), daB die Chromosomen Zellstrukturen 
sind, bei denen eine bestimmte biologische Funktion wichtiger ist als ihre chemische 
Zusammensetzung. Hs ist aber nicht einzusehen, warum die feulgenpositive Zell- 
struktur, deren Verhalten bei der Zellsprossung durchaus auf den Kern schlieBen 
1aBt, das Centrosom, eine feulgennegative und sich standig andernde Vacuole 
aber den Kern darstellen soll. Seltsamerweise teilt sich LINDEGRENS Centrosom erst 
nach der Kernteilung. Die von mir dargelegte Meinung stimmt mit der Wincxs (1948, 
S. 311) tiberein. Auch ist es mir nicht gelungen, mit Toluidinblau ahnliche Bilder, 
wie LINDEGREN sie darstellt, zu beobachten. Werden aber LrnpEGReENs Bilder tiber 
das Aussehen seines Centrosoms in anderem Sinne gedeutet, so sind wieder Kern- 
membran, Kernplasma und halbmondformige Chromosomensubstanz festzustellen. 


AbschlieBend ist also zu sagen, daB sich die Beobachtungen der meisten 
Forscher und die eigenen Ergebnisse im wesentlichen in Kinklang bringen 
lassen. Es ergibt sich, daB sich der Hefekern von dem Kern hoherer 
Pflanzen in folgenden Punkten unterscheidet: 1. Durch die eigentiimliche 
Lage der Chromosomensubstanz. 2. Durch das Feblen der typischen 
Farbbarkeit mit den iiblichen Kernfarbstoffen. 3. Durch das Fehlen von 
Nucleolen innerhalb des Kerns. Nach der hier dargelegten Auffassung 
sind vielmehr die Volutin-Granula als den Nucleolen homologe Organelle 


anzusehen. 


II. Kernteilung. 


A. Bisherige Anschauungen. 


JANSSENS u. LEBLANC hielten die Kernteilung der Hefe fiir ein Mittelding 
zwischen Amitose und Mitose. SWELLENGREBEL und FUHRMANN fanden in sprossen- 
den Hefezellen Bilder, die sie mit Meta-, Ana- und Telophase der normalen Kern- 
teilung vergleichen und zahlten beide 4 Chromosomen. Daneben beobachtete 
FuHRMANN aber auch Kernbilder, die er nicht in die gewohnten Mitosestadienein- 
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ordnen konnte. Er schlo8 daher einen Kompromif, indem er annahm, daB Mitose 
und Amitose nebeneinander bei ein und derselben Art auftreten kénnen. Koun 
vertritt mit Nachdruck die Ansicht, da sich der vegetative Hefekern lediglich durch 
Abschniirung ohne Auftreten von Chromosomen und ohne typische Mitosestadien, 
also auf amitotischem Wege teilt. GUILLIERMOND ist der gleichen Ansicht wie KouL. 
Karer hat mindestens 8 Chromosomen gezahJt und mitotische Teilungsstadien be- 
obachtet. Es wird jedoch, z. B. von WINGE (1935), bezweifelt, daB es sich hier- 
bei wirklich um Chromosomen handelt, weil sie bei einigen seiner Zeichnungen 
in ungewohnlicher Weise in der Zelle verteilt liegen. Gemeint sind hauptsachlich 
die Stadien des Ubertritts des Tochterkerns in den SproB. Auch Baptan spricht 
von mitotischer Teilung und stellte 2 Chromosomen fest. Beams, ZELL und 
Sutxin schlieBen sich der Meinung GUILLIERMONDs an und beschreiben eine 
typische amitotische Kernteilung bei Saccharomyces cerevisiae nach Praparaten, die 
sowohl mit Eisenhamatoxylin als auch mit Hilfe der FeuLGENschen Nuclealreaktion 
gefarbt wurden. Zur Fixierung verwendeten sie 2%ige, mit Sublimat gesattigte 
Essigsaure. LINDEGREN (1945) stellt ebenfalls mitotische Teilung bei Saccharomyces 
cerevisiae fest. Nach ihm teilen sich beim Sprossen der Hefezelle sowohl die soge- 
nannte ,,Kernvacuole“ als auch die ,,Centriole‘‘, und zwar treibt die ,,Kernvacuole* 
zunachst einen diinnen Schlauch in die junge Tochterzelle. Am Ende dieses Schlau- 
ches, innerhalb des Sprosses, entsteht dann eine birnenférmige Verdickung, die zur 
SproBvacuole wird. Erst nachdem die SproBvacuole gebildet ist, teilt sich die 
Centriole durch Streckung und Einschniirung in der Mitte. Der Spro8 wird immer 
in der Nahe der Centriole angelegt. Meiner Meinung nach handelt es sich, wie bereits 
auf S. 283 naher ausgefiihrt, bei der sogenannten ,,Centriole** um den Hefekern und 
bei der ,,Kernvacuole‘’ um den Zellsaftraum. SchlieBlich hat sich noch Levan 
mit der Wirkung von Campher auf den Kern von Saccharomyces cerevisiae und 
im Zusammenhang damit sehr eingehend mit der Cytologie des Hefekerns beschaf- 
tigt. Er farbte seine Praparate vor allem nach FruLGEN und beobachtete einige 
typische Metaphaseplatten, in denen er etwa 10 Chromosomen feststellen konnte. 
Er nimmt also bei der Hefe eine Mitose an. 


B. Eigene Beobachtungen. 


Um moglichst viele sprossende Hefezellen zu erhalten, wurde wie folgt 
verfahren: Die Hefe (Zygosaccharomyces priorianus) wurde in Wiirze 
herangeziichtet und die Wiirze mehrmals erneuert. Einige Stunden nach 
der Zugabe frischer Nahrlésung wurde die Fliissigkeit vom Bodensatz 
abgegossen und zentrifugiert. Im Satz befanden sich dann alle im Sub- 
strat noch in Schwebe befindlichen und sprossenden Zellen. Das in 
vollem Wachstum begriffene Material wurde diinn auf einem Deck- 
glas ausgestrichen und sofort fixiert. 


Es war von vornherein klar, da8 ein Versuch, Hefechromosomen und 
Kinzelheiten der Kernteilungsstadien sichtbar zu machen, nur dann Aus- 
sicht auf Erfolg haben kénnte, wenn es gelang, ein geeignetes Fixiermittel 
und die giinstigste Fiirbemethode zu finden, wie aus den S. 283 gemachten 
Ausfiihrungen iiber die verschiedenartigen Befunde der Autoren hervor- 
geht. 


Vor Behandlung der Frage, ob sich der Hefekern mitotisch oder amitotisch teilt, 
sei darauf hingewiesen, daB man friiher die Amitose fiir einen der Mitose gleich- 


Beitrag zur Hefecytologie. 285 


wertigen Kernteilungsvorgang hielt, der vor allem bei Protisten zu beobachten sein 
sollte. Bei genauerer Nachpriifung solcher Amitosefalle hat sich dann fast stets 
herausgestellt, daB es sich in Wirklichkeit um Stadien einer verkappten Mitose 
handelte. HARTMANN ist sogar der Ansicht, daB es ,,bei den dauernd fortpflan- 
zungsfihigen generativen Zellen tiberhaupt keine Amitose gibt.“ 


Ks sei noch auf 2 Modifikationen der mitotischen Kernteilung hingewiesen, weil 
sie, wie spater gezeigt werden wird, Ahnlichkeiten mit den Vorgiingen bei der 
Hefekernteilung haben. So schreibt Harrmann iiber die Kernteilung bei der 
Sporogonie von Aggregata Hberthi: ,,..... Vielfach setat die Telophase zu einem 
Zeitpunkt ein, in dem sich die Spalthalften dieser langen Chromosomen noch nicht 
vollig getrennt haben und an ihren Enden noch zusammenhingen. Auf diese Weise 
entstehen 2 Tochterkerne, die miteinander durch eine Briicke verbunden sind, deren 
Struktur mit der des Ruhekerns iibereinstimmt. Diese Hantel-Figuren wurden 
friiher als Amitose gedeutet.‘* (S. 303) Daneben treten auch intranucledre Mi- 
tosen auf, so z. B. bei Amoeba terricola. Auch hierfiir sei HARTMANN angefiihrt: 
Boe oa Hier bildet sich die mitotische Figur, bestehend aus Spindel und Chromo- 
somen nur aus dem zentralen Teil des Kerns ..... Die Stadien der Kerndurch- 
schniirung von der Metaphase an lassen die eigentlichen mitotischen Vorgange..... 
gar nicht erkennen, und die Kernteilung erscheint vollig als Amitose“ (S. 297). 


Es kommt also fiir den Nachweis, da die Kernteilung der Hefe mi- 
totisch ist, darauf an, daB man das Auftreten von Chromosomen vor 
allem in der Metaphase und das Auseinanderweichen der Chromosomen- 
halften in der Anaphase feststellt. Fiir beide Falle sind nach Frutgen 
gefarbte Praparate die geeignetsten. Daneben muB eine Erklarung fiir die 
verschiedenartigen Beobachtungen friiherer Forscher gefunden und der 
Versuch gemacht werden, all diese Beobachtungen auf einen gemein- 
samen Nenner — wie WINGE sagt ,,in mutual accord‘‘ — zu bringen. 


Die Beobachtung der einzelnen Kernteilungsstadien st6Bt auf gewisse 
Schwierigkeiten. Wie schon angedeutet, konnte auch mit den besten 
Fixiermitteln kein Praiparat erzielt werden, in dem man jede Zelle bzw. 
jeden Kern eindeutig in ein bestimmtes Stadium einordnen kénnte. Es ist 
jedoch folgendes zu beriicksichtigen: 1. Man wird allgemein nur dann 
Kernteilungsstadien erkennen kénnen, wenn man unter einem giinstigen 
Blickwinkel auf die Teilungsfiguren schaut, also von der Seite oder bei der 
Metaphase auch von oben. 2. Die Hefechromosomen liegen, wie beschrie- 
ben, sehr eng aneinander, so daB die zur Beobachtung notwendigen 
Zwischenriume sehr klein sind. 3. Geringfiigige Quellen der Chromo- 
somen oder Schrumpfung des Gesamtkerns verhindern das Erkennen von 
Einzelheiten. 4. Die GréBe der Chromosomen liegt etwa an der Grenze 
dessen, was man mit einem Mikroskop auflésen kann. 


Selbst bei der groBen Zahl der gefarbten Hefezellen gehort demnach 
etwas Gliick und viel Geduld dazu, um eine Reihe von Kernteilungs- 
stadien zu finden. Levan, den vor allem Metaphaseplatten und die an- 
nahernden Zahlen der Chromosomen von Saccharomyces cerevisiae 
interessierten, ist der gleichen Meinung: ,,I have sought very carefully for 
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good metaphase plates, but even in well-stained material most meta- 
phases are not analysable“ (S. 464). Die Teilungsstadien scheinen auBer- 
dem verschieden schnell durchlaufen zu werden. Zellen mit typischen 
Anaphasefiguren und solche, in denen der eine Kern gerade in die Tochter- 
zelle abwandert, findet man sehr haufig, Metaphase und friihe Anaphase 
nur selten. Das deutet darauf hin, daB Metaphase und der Ubergang zur 
Anaphase sehr schnell ablaufen, wihrend die Anaphase und das Aus- 
einanderweichen der Tochterkerne langere Zeit beanspruchen. Unter 
Berticksichtigung der erwahnten Schwierigkeiten lie& sich aus den 
Priiparaten folgendes Bild der Vorginge gewinnen: 


g h 
Abb. 8. Zygosacch. priorianus. Meta- und Anaphase. Fiirbung nach FRULGEN. a Metaphasenplatte 


von der Seite. b, c Metaphasenplatten von oben. d—f Anaphasenplatten. g Mikrophoto wie b. 
h Mikrophoto wie e wu. f. 


Tar! 


Die Prophase scheint sich durch eine Auflockerung des Chromatins 
und weniger intensive Fairbung des Kerns anzuzeigen. Es ist jedoch nicht 
moglich, Ruhekern und Prophase einwandfrei zu unterscheiden. 


Erst die Metaphase (Abb. 3,a—c, g) bringt typische Bilder, in denen 
die Chromosomen bei gegengefiirbten Priparaten um einen hellen Hof 
angeordnet liegen. Von der Seite erscheint die Metaphase als Chromoso- 
menband. Die Zahl der Chromosomen ist nur in ganz wenigen Fiillen mit 
geniigender Klarheit festzustellen. Jedoch gelang es bei 3 Platten, deutlich 
6 Chromosomen zu zihlen. Danach kann mit einiger Sicherheit gesagt 
werden, dafs der Kern von Zygosaccharomyces (Saccharomyces) priorianus 
in der diploiden Phase 6 Chromosomen enthilt. Eine Darstellung einer 
Metaphase, auf der 6 Chromosomen deutlich erkennbar sind, ist in 
Abb. 3,g als Mikrophotographie und in Abb. 3,c als Zeichnung gegeben, 
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Die Anaphase (Abb. 3,d—f, h) tritt als Doppelplatte in Erscheinung. 
Dieses Stadium ist oft festzustellen und zeichnet sich meist durch 
besondere intensive Farbung aus. Die beiden einzelnen Platten zeigen 
fast immer eine Struktur und bestehen aus einzelnen, neben- und hinter- 
einanderliegenden Kornchen. Das Auseinandertreten der Chromosomen 
scheint sehr schnell vonstatten zu gehen, 

Die Telophase und die Abwanderung des einen der beiden Tochter- 
kerne in den Spro8 gab wahrscheinlich mit AnlaB® zu all den wider- 
sprechenden Erklarungen iiber die Hefekernteilung. Regulire Telophasen 
sind nur selten zu finden, namlich nur dann, wenn der Spro8 in groBerer 


Abb. 4. Zygosacch. priorianus. Telophase und Abwanderung. Firbung nach FEULGEN. a Telo- 

phasen. b, ¢ Der eine Chromosomensatz wandert senkrecht zur ehemaligen Spindelachse ab. 

d—g Durchtritt des einen Chromosomensatzes durch den Verbindungsschlauch. Er zieht zum Teil 

die Chromosomenmasse hinter sich her. e, f Der andere Chromosomensatz wandert gleichzeitig 
in eine entfernte Stelle der Mutterzelle zuriick. h Mikrophoto wie f. i Mikrophoto wie g. 


Entfernung vom Kern angelegt wird. In diesem Falle hat der Kern Zeit 
und Platz genug, alle Teilungsstadien klar auszubilden (Abb. 4, a, d—g). 


Die auseinanderwandernden Kerne ziehen haufig, man kann beinahe 
sagen in der Regel, einen kometenartigen Schweif hinter sich her (Abb. 4, 
d—g). Dieser Schweif gab ebenfalls AnlaB zu der Annahme, da bei der 
Hefe Amitose vorlige. Durch die sehr elektive Kerndarstellung mit Hilfe 
der Nuclealreaktion wurde aber eine andere Erklarung gefunden. Man 
kann namlich in einigen Fallen erkennen, da der Schweif aus einzelnen 
Faden, aus einem, zwei, manchmal auch aus mehreren besteht. Bei den 
einzelnen hinter der Hauptmasse des Kerns hergezogenen Faden handelt 
es sich danach offenbar um Chromosomen, die dabei sind, aus der Spiral- 
form wieder in die lange entspiralisierte Form iiberzugehen. Die Chromo- 
somen bleiben ja auch im Ruhekern erhalten. Sie liegen in der Meta- und 
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Anaphase als dichte Spiralen vor und gehen in der Telophase wieder in 
ihre lange, entspiralisierte Form zuriick. Oben (S. 285) wurde berichtet, 
daB auch bei anderen Organismen das Nachschleppen einzelner Chro- 
mosomenfaden beobachtet und diese Kernteilung daher friiher als 
Amitose angesprochen wurde. In den meisten Fallen sproft die Zelle 
jedoch in der Nihe des Kerns (Abb. 4b u. c). Das bedeutet, daB sich die 
Kernteilung unmittelbar vor dem Halskanal abspielt. Es konnte fest- 
gestellt werden, da man bei der Hefe zwischen der eigentlichen Kern- 
teilung und dem Abtransport des Tochterkerns in den Spro8 unter- 
scheiden mu. Bei der Hefe liegen deshalb besondere Verhaltnisse vor, 
weil der Tochterkern im Anschlu8 an die Kernteilung oder meist sogar 
wihrend der Kernteilung sofort durch den oft recht engen Halskanal 
hindurchgedriickt oder wahr- 
scheinlich -gesogen wird. Bei 
der Kernteilung vor dem Hals- 
kanal flieBen der Teilungs- 
und Transportvorgang oft in- 
einander iiber. Dadurch wird 
ein Erkennen der einzelnen 
Phasen sehr erschwert. Die 
Uberschneidung der beiden 
Vorginge ist zweifellos einer 


Abb. 5. Zygosacch. priorianus. Telophase und Ab- 
wanderung. Haimatoxylin-Farbung. a Firbung mit 
Eisenhamatoxylin nach HEIDENHAIN. Telophase; der 


gestreckte Gesamtkern ist zu erkennen. b Firbung wie a. 
Die Membran des Kerns bleibt bei der Abwanderung 
des einen feulgenpositiven Tochterkernteils erhalten. 
Bei den dunkelgefirbten Elementen im Kern handelt 
es sich offenbar um Chromatin. ¢ mit Hisentrioxy- 
hiimatein progressiv gefiirbte Zellen. Der Gesamtkern, 
der als homogene Blase erscheint, tritt gerade durch 
den Verbindungsschlauch zur Tochterzelle. Die Kern- 


der Hauptgriinde fiir die Viel- 
falt der Deutungen und die 
haufige Annahme einer Ami- 
tose. Es ist klar, da’, wenn 
Kernteilung und Transport 


bilder sehen aus wie eine Amitose. durch den Kanal sich gleich- 
zeitig abspielen, leicht der Ein- 
druck einer Amitose entsteht, falls man nicht die Chromosomen 
elektiv darstellen kann. Diese elektive Darstellung ist bisher nur nach 
FEULGEN méglich. 

Da die Feulgenfirbung die achromatischen Kernstrukturen nicht 
wiedergibt, muBte zu deren Darstellung auf andere Firbemethoden 
zuriickgegriffen werden. Dabei stellte sich heraus, da®& offenbar eine 
intranucleire Mitose vorliegt. In einigen gut gefarbten Himatoxylin- 
priparaten konnte die S. 279 und 281 beschriebene Kernblase wihrend 
der Sprossung beobachtet werden. Die gefundenen Bilder zeigen, daB der 
Kern — soweit er nicht vor dem Halskanal liegt, sich also frei teilen kann — 
bei der Sprossung der Hefezelle zunachst an Volumen zunimmt, sich dann 
streckt und in der Mitte abschniirt. In den Zellen in Abb. 5a u. b konnte 
die dunkelgefirbte Chromosomensubstanz in der Kernblase mit Hima- 


toxylin dargestellt werden, Die Zeichnung in Abb. 5e zeigt Eisentrioxy- 
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hamatein-Farbung einer Kernteilung vor dem Halskanal. Sie entspricht 
etwa den Feulgenpraparaten in Abb. 4b u.c. Von der Chromosomen- 
substanz ist aus den auf S. 277 dargelegten Griinden nichts zu erkennen. 
Aus der Tatsache, dai die Abgrenzung der Kerne, d. h. die Kernmembran 
wahrend der Teilung erhalten bleibt, ergibt sich, daB hier eine intranucle- 
are Mitose vorliegt. 


Zusammenfassend soll noch einmal betont werden, daB sich bei den 
verschiedenen Lagen des Kernes innerhalb der Zelle recht verschieden- 
artige Bilder der Kernteilung ergeben: Spielt sich die Teilung in einiger 
Entfernung vom Halskanal ab, so liegt manchmal eine regulire Telophase 
und eine Durchschniirung des Kerns vor, d. h. Chromosomenteilung und 
Kernteilung (Abb. 4, a und Abb. 5, a). Der Tochterkern wandert dann fiir 
sich — haufig allerdings einzelne Chromosomen hinter sich herziehend — 
als fertiger Kern durch den Halskanal. Diese Bilder sind aber selten. 
Meist liegt noch kein fertiger Kern vor, denn der Durchtritt der Kern- 
und Chromosomenmasse beginnt schon wahrend der Kernabschniirung 
(Abb. 4, e—i und 5, c). Liegt der Kern, wie es meistens der Fall ist, vor 
dem Halskanal, so ist nur die eigentliche Mitose, d. h. die Chromosomen- 
teilung klar sichtbar (Anaphase) (Abb. 3, d—g). Telophase und Kern- 
durchschniirung und Kernabwanderung gehen ineinander tiber. Es 
wandern der neue Chromosomensatz und die zum Tochterkern gehorige 
Kernmasse durch den Halskanal. Der Tochterkern als solcher existiert 
dabei noch nicht. 


Es sind also folgende Besonderheiten bei der Mitose der Hefe zu 
nennen: |. Die Persistenz der Kernmembran bis zum Abschlu8 der 
Telophase, also die intranucleare Mitose. 2. Das Nachschleppen einzelner 
Chromosomen. 3. Die wechselnde Lage des Kerns in der Zelle. Daraus 
resultierend das verschiedenartige Aussehen gleicher Kernteilungs- 
stadien, wenn keine elektive Chromosomendarstellung méglich ist. 
4. Uberschneidung von Mitose, Kerndurchschniirung und Kerntransport. 
Aus dem Zusammenwirken von 3. und 4. ergibt sich eine groke Unregel- 
mafigkeit und Mannigfaltigkeit der Vorgange und der entsprechenden 
cytologischen Bilder. In das hier gegebene Bild der Kernteilung lassen 
sich auch die Beobachtungen der meisten friiheren Autoren zwanglos 
einordnen. 


So gibt Gui~itERMoND in seinen Zeichnungen die gleiche von mir beobachtete 
Kernblase wieder. Die dunkel gefarbten Teile sind offenbar Chromosomensubstanz, 
bzw. Artefakte. — Die von Mornier und von Kout beobachtete Hantelform 
erklart sich in der gleichen Weise, da nach den eigenen Beobachtungen die Meta- 
phase wahrend der Substanz-Zunahme und die Ana- sowie Telophase wahrend der 
Streckung im Kern ablaufen. — Die von FuHRMANN nebeneinander festgestellten 
mitotischen und amitotischen Teilungen lassen sich nunmehr vor allem durch 
die verschiedene Lage der Kerne und den daraus resultierenden verschiedenen 
Kernteilungsbildern erklaren. AuBerdem diirften die ungeniigend oder zu weit 
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differenzierten Kernbilder als Amitose erschienen sein, wahrend inden Zellen, indenen 
die Differenzierung im richtigen Augenblick unterbrochen wurde, die Chromosomen- 
substanz dargestellt wurde und sich typische mitotische Bilder ergaben. — Bei 
Karer sind offenbar in einigen Fallen aus dem gleichen Grund Volutingranula und 
Chromosomen nicht geniigend auseinander gehalten worden. 


Alle genannten Autoren haben ihre Hefezellen mit Eisenhamatoxylin 
gefarbt. Es ist bekannt, daf man bei der Beurteilung der Hamatoxylin- 
firbungen nicht vorsichtig und kritisch genug sein kann. Den alteren 
Forschern stand aber noch kein Mittel zur Verfiigung, um die Ergebnisse 
mit anderen, sichereren Me- 
thoden zu vergleichen, denn 
erst 1932 stellte MARGoLa 
und bald danach auch Rocu- 
LInA fest, daB auch der Hefe- 
kern mit fuchsinschwefliger 
Saure darstellbar ist. 


Die von Beams, ZELLund SuL- 
KIN auch in FEULGEN-Praparaten 
beobachteten Amitosestadien las- 
sen sich dadurch erklaren, dab 
die Mitose durch den Transport 
der Tochterkernmasse verwischt 
wird, besonders wenn der Kern 
dicht vor dem Kanalliegt, und daB 
die Chromosomen nachgeschleppt 
werden. AuBerdem  schenkten 
sie nur den Bildern Aufmerk- 
samkeit, die die Abwanderung 
der einen Tochterkernmasse dar- 
stellen, wahrend sie die  vor- 
angehenden Teilungsstadien nicht 
gentigend beobachteten. Auch bei 
den eigenen Praparaten fallen die 
Bilder der Kernwanderung sofort 
ins Auge, wihrend man lange und 
sorgfaltig suchen muB, bis man 
Abb. 6. Zygosacch, priorianus. Schema der Kernteilung. gut erkennbare Kernteilungs- 
A Kern liegt neta RGA atin Kern liegt weit stadien findet. Daneben ist die 

von Brams, ZeLu und SuLKIN 
verwendete 2% ige, mit Sublimat gesittigte Essigsiiure, wie schon auf S. 278 er- 
wihnt, nach den gemachten Erfahrungen nicht als giinstigstes Fixiergemisch 
anzusprechen, 


Die von HENNEBERG an lebenden Zellen getroffenen Feststellungen lassen sich 
nun auch erklaren: Nach ihm ist ,,der Kernleib im Teilungszustand oft sehr ver- 
schieden geformt, und zwar meist lang gestreckt‘‘. Er schniirt sich hantelformig 
durch, nachdem vorher eine VergréBerung des Kerns stattgefunden hat. Also auch 
hier Bilder, in denen der Kern als solcher erhalten bleibt. Die Vorginge im Kern 
selbst konnte HeNNeBerG bei seiner Methode nicht beobachten. Die von Lry- 
DEGREN (1945) als Centrosom angesprochene Organelle 1aBt sich, wenn wir sie, 
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wie auf S. 283 naher dargelegt, als Zellkern auffassen, ebenfalls in unser Bild 
einfiigen: Die von ihm gegebenen Abbildungen deuten ebenso wie alle oben an- 
gefiihrten darauf hin, daB8 der Kern wahrend der gesamten Teilung erhalten bleibt, 
da8 sich also die mitotischen Teilungsstadien, die Spaltung und Trennung der Chromo- 
somen, intranuclear, innerhalb der erhaltenen Kernmembran abspielen. LINDEGREN 
selbst hegt gewisse Zweifel daran, ob es sich bei dem feulgenpositiven Zellelement 
wirklich um das Centrosom handelt (1948, S. 188). 

In Zusammenfassung der oben besprochenen eigenen Untersuchungen 
und der friiherer Autoren kann nunmehr ein allgemeines Schema der 
Hefekernteilung entwickelt werden, das in der Abb. 6 A wiedergegeben 
ist: a stellt den ruhenden Kern mit Kernmembran, Kernplasma und dem 
uhrglasformig angelagerten Chromatin dar. In der Prophase (b) lockert 
sich das Chromatin auf, Chromosomen treten in Erscheinung und 
sammeln sich wahrend der Metaphase (c) in der Aquatorebene des 
erhalten bleibenden Kerns. Die Ebene der Metaphaseplatte liegt meist in 
Verlangerung des Verbindungskanals zum SproB. Die Chromosomen 
spalten sich und treten in der Ana- (d) und Telophase (e) auseinander. 
Gleichzeitig streckt sich der Gesamtkern. Nun beginnt die Abwanderung 
des einen Chromosomensatzes (f und g). Das geschieht meist in Richtung 
der Aquatorialebene. Der Gesamtkern nimmt dabei Hantelform an, da der 
zum Tochterkern bestimmte Anteil durch den Kanal in die SproBzelle 
gedriickt oder gesogen wird. Die betreffende Hialfte der Kern- und 
Chromosomenmasse wandert dabei in halbfliissigem Zustand durch den 
Verbindungskanal zum SproB. Die Abschniirung der Kernmasse wird 
weiter durchgefiihrt, bis beide Teile sich getrennt haben. Damit ist 
Kernteilung und Transport des Tochterkerns beendet. Dies ist das 
Schema fiir den Fall, daB die Teilung vor dem Halskanal ablauft. Liegt 
der Kern weiter entfernt, so ist Kernteilung und Durchtritt des Tochter- 
kerns als getrennter Vorgang erkennbar (Abb. 6 B). 


III. Kernphasenwechsel. 


A. Bisherige Anschawungen. 


Ebensowenig Klarheit, wie auf dem Gebiet der Cytologie bestand bis 
vor kurzem auch in der Frage des Kernphasenwechsels bei den Hefen. 
Erst in neuerer Zeit gelang es WINGE (1935—37), bei einer ganzen Reihe 
von Hefen den Entwicklungszyklus und damit den Kernphasenwechsel 
weitgehend zu klaren. 

Nach seiner Ansicht ist die vegetative Form der Saccharomyceten diploid. und es 
gibt 3 Wege, die von der haploiden Spore zur diploiden Zelle fithren: 1. 2 haploide 
Ascosporen kénnen wahrend des Keimens verschmelzen unter Bildung einer 
Sporenzygote, oder die Tochterzellen der Spore kénnen verschmelzen und eine Zell- 
zygote bilden. In beiden Fallen folgt eine Kernverschmelzung. — 2. Hine einzelne 
haploide Ascospore kann eine Anzahl haploider Nachkommen bilden, In der haploi- 
den Zellkolonie erfolgt eine paarweise Verschmelzung der Zellen und ihrer Kerne. — 
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3. Eine einzelne haploide Ascospore kann sofort beim Keimen diploid werden, wenn 
Mutter- und Tochterkern sofort verschmelzen. Es findet dann keine Zellverschmel- 
zung, sondern nur eine Kernverschmelzung, also Autogamie statt. 


Diese Vorstellungen sind inzwischen allgemein anerkannt worden und haben die 
Grundlage fiir zahlreiche Kreuzungsexperimente und Vererbungsanalysen geboten. 
So haben WrnceE und LaustsEN (1939) selbst Kreuzungen verschiedener Hefearten 
durchgefiihrt. Mit dem Mikromanipulator wurden dabei einzelne Sporen der verschie- 
densten Hefen isoliert und paarweise aneinander gelegt. Meist kopulierten sie und aus 
der Zygote sproBte die Bastardhefe. Weiterhin hat Wrnce die 4 Sporen ein und des- 
selben Ascus isoliert und einzeln keimen lassen. Dabei zeigte sich, daB die meisten 
Hefen heterozygot sind. denn die aus den 4 Einzelsporen wachsenden Riesen- 
kolonien waren meist in ihrer GroBe, Form und Oberflachenbeschaffenheit unter- 
einander verschieden und glichen auch zum Teil der Elternhefe nicht. So konnten 
z. B. Sporen einer Hefe, die glattrandige Riesenkolonien hatte, glattrandig und 
gelappt wachsen. Bei der Sporenbildung schienen die Eigenschaften entweder nach 
den Mrenpetschen Gesetzen aufgespalten zu werden oder aber es trat ,,crossing 
over‘ auf. Beides war nur méglich, wenn die Kerne der Sporen durch eine Re- 
duktionsteilung entstanden waren. 

Diese neuen Einblicke in den Entwicklungsgang der Hefen sind auch 
fiir die Technik von groBer Bedeutung. Es besteht nunmehr die Méglich- 
keit, durch Bastardierung neue Hefearten zu ziichten, die den jeweiligen 
Anforderungen der Technik besser entsprechen. Von genetischer Seite 
her ist also die Existenz einer Haplo- und Diplophase weitgehend ge- 
sichert. Von cytologischer Seite dagegen ist das nicht der Fall, da es 
bisher noch nicht gelang, allgemein anerkannte Chromosomenzihlungen 
in der Haplo- und Diplophase durchzufiihren. Lediglich LriyDEGREN hat 
in der Haplophase 6 und in der Diplophase 12 Chromosomen gezihlt und 
Bavtan, dessen Originalarbeit Verfasser leider nicht einsehen konnte, hat 
nach den Angaben LinDEGRENs (1949) in der Haplophase 2 univalente 
und in der Diplophase 2 bivalente Chromosomen beobachtet. Es wurde 
daher bei dem Objekt dieser Arbeit, Zygosaccharomyces priorianus, ver- 
sucht, diese Frage zu kliiren. 


B. Morphologische Beobachtungen. 


Die Hefe mufte, damit sie in ihrem Entwicklungsgang beobachtet 
werden konnte, gezwungen werden, in einer Ebene zu wachsen. Dies 
wurde auf folgende Weise erreicht: Das zu untersuchende Hefematerial 
— hier vor allem die Sporen — wurde in Bierwiirze geimpft. Von dieser 
Wiirze wurde ein Tropfen auf einen Objekttriiger gegeben, das Deckglas 
aufgelegt und so viel Wiirze wie méglich durch FlieBpapier wieder ab- 
gesaugt. Kin Vaselinring verhinderte das Austrocknen des Praparates. In 
diesem diinnen Fliissigkeitsfilm wuchs die Hefe in einer Ebene und 
lieB sich in ihrem Entwicklungsgang genau beobachten. 


Da kein Mikromanipulator zur Isolierung von Einzelsporen zur Ver- 
fiigung stand, sollten die Untersuchungen an einer Hefe durchgefihrt 
werden, die gestattet, ohne dieses Hilfsmittel haploide Zellen zu unter- 
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suchen. Dazu schienen die Zygosaccharomyceten am geeignetsten, da 
man annimmt, da ihre vegetative Form die haploide Phase darstellt. 
Deshalb wurde, wie bereits erwihnt, Zygosaccharomyces priorianus be- 
nutzt. Diese Hefe hat langliche, ovale, manchmal rundliche Zellen von 
wechselnder GréBe (Abb. 7). Gelegentlich trifft man auf eigenartig 
gestaltete Zellen, die zunichst wie Involutions- 
formen aussehen; es stellte sich aber heraus, 
daB es sich dabei um Zygoten handelte. 

Kiécxker, der Entdecker dieser Art, sagt in seiner Be- 
schreibung, daB Sporen auf Wiirze-Gelatine, Mohrriiben 
und Gips und in Wiirze bei 16—18° C gebildet werden 
und daf die Asci nach isogamer Kopulation, manch- 
mal jedoch aber auch parthenogenetisch entstehen. 
STELLING-DEKKER gibt an, daB die ,,parthenogene- Abb. 7. Zygosacch. priori- 
tische‘ Sporenbildung die Regel darstellt und Kopu- “8. Normale,  submers 
lationen nur sehr selten zu beobachten sind. Siefiihrt diese °°7°8°ne Kultur. + Zyeote. 
Diskrepanz auf eine Degeneration des Stammes zuriick. 


Folgende eigene Beobachtungen konnten nun bei diesen Untersuchun- 
gen gemacht werden: Auf den gewohnlichen Gipsblocken sporuliert 
Zygosaccharomyces priorianus verhaltnismaBig schnell, aber nur in 
geringer Anzahl. Koni hat daher die Gipsblocke nicht mit Wasser, 
sondern mit Wiirze angelegt. Auf diese Weise wird eine den natiirlichen 
Verhaltnissen der Hefe angeglichene 
allmahliche Nahrungsverknappung er- 
reicht. Bei gleichzeitigem Vorhanden- 
sein von Luft und Feuchtigkeit spo- 
ruliert die Hefe bei Anwendung dieser 
Methode zwar langsam, es treten aber 
Sporen in groBer Menge auf (Abb. 8). 
Wird die Hefe vor dem Aufbringen 
auf den Gipsblock in Wiirze her- 
angeztichtet, so sind fast samtliche 
haploide Zellen verschwunden. Es lie- 
: gen also hauptsachlich diploide Zellen 
Abb. 8. Zygosacch, priorianus. Alte Sporen- VOT, die unmittelbar zum Ascus wer- 
kultur; die Asci sind gréBtenteils aufgelést. den, wie wir es bei den Saccharomyceten 

gewohnt sind. Es tritt die Art der 
Sporenbildung auf, die KLOcKER nur ab und zu beobachtet hat und die von 
SrELLING-DEKKER als die normale Form der Sporulation beschrieben und. 
als parthenogenetische bezeichnet wird. Parthenogenesis liegt dabei jedoch 
nicht vor, denn jeder Sporenbildung geht irgendwann einmal eine Kopu- 
lation voraus. Es konnte kein Fall festgestellt werden, indemeineaufdirek- 
tem Wege aus einer Einzelspore stammende Zelle Sporen gebildet hatte. 
Um eine Sporenbildung nach unmittelbar vorangegangener Kopulation 
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zu erreichen, also den Fall, in dem die Zygote zum Ascus wird, muBten 
Sporen zum Sprossen gebracht werden. Wenn alle Sporen ausgekeimt und 
mehrere Generationen haploider Zellen entstanden waren, wurde der Gips- 


Abb. 9. Zygosacch. priorianus. Entwicklungsgang. A 2 haploide Sporen verschmelzen unter 

Bildung einer Zygote, die den Beginn der diploiden Phase darstellt. B Eine Einzelspore wird 

unter Bildung einer Zwillingszygote diploid. C Eine Einzelspore bildet eine Kolonie haploider 

Zellen, die dann paarweise verschmelzen. a—e Mikrophoto zu A. d Mikrophoto zu B, — In den 

Skizzen sind die Sporen mit rémischen, die haploiden Zellen in der Reihenfolge ihres Sprossens 
mit arabischen Ziffern bezeichnet. Zwei Punkte bedeuten diploide Phase. 


block angelegt. Es traten zunaichst Kopulationen und dann vereinzelt 
Sporenbildung in den Zygoten auf. Die Kopulation mit unmittelbar folgen- 


der Sporulation, der Vorgang, der der Hefe und der ganzen Gattung den 
Namen gibt, lieB sich also nur durch einen Kunstgriff verwirklichen. 
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Die Asci enthalten meist 3 oder 4, seltener nur 1 bzw. 2 Sporen. In 
alten Sporenkulturen lésen sich die Membranen der Asci auf und die 
Sporen schwimmen frei umher, bzw. liegen in dichten Haufen zu- 
sammen (Abb. 8). 

Bringt man die haploiden Sporen in eine Nahrlésung, so wachsen aus 
ihnen zunachst haploide Zellen, aus denen dann verhaltnismaiBig schnell 
eine diploide Hefe wird. Nur wenige Zellen wachsen laingere Zeit hindurch 
haploid weiter. Fiir den Ubergang in die Diplophase konnten folgende 
Moglichkeiten festgestellt werden (Abb. 9 A—C): a) Es kopulieren je 
2 haploide Sporen und aus der Zygote sprossen diploide Zellen (A). — 
b) Die Sporen keimen einzeln (B). Aus jeder Spore sproBt zuniichst eine 
Tochterzelle. An der Verbindungsstelle zwischen Mutter- und Tochter- 
zelle bilden jetzt sowohl die Spore als auch der SproB je eine Knospe. Im 
Anschlu8 daran verschmelzen die 
Sporen mit dem einen, die Tochter- 
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Abb. 10. Zygosacch. priorianus. Haploide und diploide Zellverbiinde. Linkes Bild: Im Trépfchen 
in drei Dimensionen wachsend. Rechtes Bild: Im EinschluBpriparat in einer Ebene wachsend. 
h haploide; d@ = diploide Zellen; z Zygoten. 


zellen mit dem anderen SproB. Aus den dadurch entstehenden 2 mit dem 
Riicken aneinanderliegenden Zygoten, die WincE Zwillingszygoten 
(twin zygotes) nennt, wachst nach beiden Seiten die diploide Hefe. — 
c) Die Sporen keimen einzeln und die haploiden Zellen bleiben fiir die 
Dauer einiger Generationen erhalten (C). Wenn so eine Kolonie aneinan- 
derliegender haploider Zellen entstanden ist, verschmelzen jeweils 2 sich 
berithrende haploide Zellen. Jede Spore bildet also eine Anzahl Zygoten, 
die Ausgangspunkt fiir die diploide Phase sind. 

Eine Differenzierung in a- und «-Sporen, wie sie LINDEGREN (1946) bei 
einigen Rassen von Saccharomyces cerevisiae festgestellt hat, konnte nicht 
beobachtet werden. Die Nachkommen einer Einzelspore verschmelzen 
stets miteinander. Es war daher auch nicht méglich, eine dauernd haploid 
wachsende Kultur zu isolieren. Es liegt also bei Zygosaccharomyces 
priorianus ebenfalls phanotypische Geschlechtsbestimmung vor, wie sie 
von K. L. Scuutze im allgemeinen fiir Saccharomyceten postuliert wird. 

Aussehen und Wachstum der haploiden Zellen weichen von dem der 
vegetativen diploiden Zellen so weit ab, daB man zunachst geneigt ist 
anzunehmen, es handele sich um 2 vdllig verschiedene Arten (Abb. 10). 
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Wiihrend die diploide Phase aus grofen, ovalen Zellen besteht, die in 
gewohnlichen SproBverbinden wachsen, und bei denen W1NGE von ,,long- 
shoot growth‘ spricht, zeigt die haploide Phase kleinere, rundliche Zellen, 
die durch zusammengedringte SproBverbinde auffallen. Diese Art des 
Wachstums ist charakteristisch fiir die Haplophase und wird von WINGE 
als ,,short-shoot growth bezeichnet. 


Soweit haploide Zellen durch Keimung von Einzelsporen auftreten, ist 
ihre Wachstumsdauer zeitlich begrenzt. Schon nach einigen Generationen 
werden, wie bei den Saccharomyceten, Zygoten und damit diploide Zellen 
gebildet. Um einen zahlenmaBigen Anhalt fiir diese Behauptung zu 
bekommen, wurde Sporenmaterial in 10° ige Wiirze geimpft und bei 
24° Cim Thermostaten kultiviert. In verschiedenen Zeitabstaénden wurde 
dann festgestellt, wieviel lebende haploide Zellen im Verhaltnis zu 
diploiden vorhanden waren. Da die einzelnen haploiden Zellen von kleinen 
abgefallenen diploiden SproBzellen auBerlich schwer zu unterscheiden 
sind, wurde so verfahren, daB die in frische Wiirze geimpften Zellen im 
Einschlu8praparat zu den charakteristischen Zellverbénden auskeimen 
konnten. Bei der Auszahlung ergab sich folgendes Bild: 


ee Diploide Zellen Haploide Zellen Zygoten 
Anzahl Fo Anzahl *, Anzahl *, 
16, Stdie Sa eaee 500 47 432 40 142 if: 
485, 5tdin saiee 500 74 97 14,5 81 11,5 
T2iSbCle wee rs 1000 fei 211 16 95 a 
4 ager tems 1000 85 hy, 99 68 aL 
Silage ses Fes 1000 91,7 72 6,5 31 2,8 
6 Tape frets! ee 1000 98 11 1,1 9 0,9 
(lage set 1000 100 0 0 0 0 
Slaven aac es 1000 100 0 0 0) 0 


Am 7. Tage wurde unter 2900 diploiden Zellen nur eine haploide Zelle 
gefunden. Am 8. Tage war keine haploide Zelle mehr festzustellen. Bei 
weiteren Parallelversuchen, die ahnliche Zahlenverhialtnisse zeigten, 
waren die haploiden Zellen zwischen dem 5. und 9. Tag verschwunden. 


Ks tritt nun die Frage auf, woher kommen die haploiden Zellen, die in 
ailteren Kulturen stets anzutreffen sind. Die Antwort ergab sich daraus, 
da® in den gleichen Kulturen dann auch stets Sporen in kleinerer oder 
groBerer Anzahl zu finden sind. Das Auftreten der haploiden Zellen in 
alteren Kulturen von Zygosaccharomyces priorianus ist demnach dadurch 
zu erkliren, dafs Ascosporen gebildet werden, die auskeimen. Sie ent- 
stehen unter aeroben Verhiltnissen leicht, submers unter anaeroben 
Bedingungen weniger hiufig. Die haploiden Zellen sind bei Zygosaccha- 
myces priorianus also nicht die Folge dauernder haploider Teilungen, 
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sondern entstehen durch den Nachschub haploider Zellen iiber die 
Sporulation. 


Die Differenzen zwischen STELLiInG-DEKKER und KL6cKER lassen sich 
demnach wie folgt erklaren: Ki6cKER hat seinen Zygosaccharomyces 
priorianus-Stamm vor dem Aufbringen auf den Gipsblock wahrscheinlich 
unter Bedingungen herangefiihrt, die der Sporenbildung giinstig waren. 
In seinem Stamm befanden sich dann eine groBe Anzahl haploider Zellen, 
die mit auf den Gipsblock gebracht wurden und dort kopulierten. In den 
entstehenden Zygoten wurden direkt die Sporen angelegt. SrELLING- 
Dekker hat dagegen die Hefe offensichtlich nur kurze Zeit untergetaucht 
herangezogen, bevor sie sie zur Sporulation brachte. Bei ihr waren die 
haploiden Zellen schon friiher unbeobachtet verschmolzen, so da 
diploide Zellen auf den Gipsblock kamen, die eine parthenogenetische 
Sporulation vortauschten. 


Zwischen den Saccharomyceten und den Zygosaccharomyceten bestehen 
enge verwandtschaftliche Beziehungen. Physiologisch sind keine Unter- 
schiede festzustellen. In der Gattung Zygosaccharomyces sind alle 
diejenigen Saccharomyceten zusammengefaBt worden, bei denen man 
unmittelbar vor der Sporenbildung eine Kopulation beobachtet hat. Die 
Kopulation tritt aber nicht in allen Fallen auf. Nach den Beobachtungen 
STELLING-DEKKERs findet sie nur vereinzelt statt, wihrend die meisten 
Asci ,,parthenogenetisch“ gebildet werden. WINGE und LausTSsEN (1939) 
werfen bei ihren Beobachtungen tiber Haplo- und Diplophase in der Hefe 
die Frage auf, ob es noch gerechtfertigt erscheint, eine Sondergattung fiir 
die Zygosaccharomyceten beizubehalten. Sie sind namlich wahrscheinlich 
nichts anderes als die haploide Phase von Saccharomyceten. 1947 gelang 
es LoDDER nachzuweisen, da es sich bei Zygosaccharomyces Marxianus 
und Saccharomyces Macedoniensis um ein und dieselbe Hefe handelt. 
Der Zygosaccharomyces stellt die Haplophase des Saccharomyces dar. 
LoppER nennt die Hefe jetzt Saccharomyces Marxianus. Sie ist der Mei- 
nung, daB Zygosaccharomyces als Gattungsbezeichnung nicht aufrecht 
zu erhalten sei. 


Zygosaccharomyces priorianus ist nach WINGE (1939) ein Zwischending 
zwischen den Saccharomyceten und Zygosaccharomyceten, denn haploide 
und diploide Wachstumsformen kommen nebeneinander vor. Verfasser 
ist jedoch der Ansicht, daB Zygosaccharomyces priorianus ein Saccharo- 
myces ist, der lediglich leicht Sporen bildet und dessen Sporen dazu 
neigen, einzeln zu keimen. Da Zygosaccharomyces priorianus sich in 
seinem Entwicklungsgang im tibrigen durch nichts von den Saccharo- 
myceten unterscheidet, wird vorgeschlagen, ihn aus der Gattung Zygo- 
saccharomyces herauszunehmen und in Zukunft Saccharomyces 
priorianus zu nennen. 
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C. Cytologische Beobachtungen. 

Um haploide Zellen in geniigender Menge zu erhalten, wurde das auf 
einem Gipsblock zur Sporulation gebrachte Hefematerial in Wiirze- 
kélbchen abgeimpft und bei 25°C so lange bebriitet, bis das. mikro- 
skopische Bild eine gentigende Entwicklung von haploiden Zellen zeigte. 
Dann wurde in der Zentrifuge separiert, der Satz ausgestrichen und 
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Abb. 11. Zygosacch. priorianus. Haploide Kernteilung; Feulgenfiirbung. @ haploider Kern. 
b Metaphase. c Anaphase. d—f Abwanderung des einen Tochterkerns. 


fixiert. Das auf diese Weise erhaltene Material wurde dann nach FEULGEN 
gefarbt. 


Bei den haploiden Zellen mit ,,short-shoot growth“ fallt zunachst auf, 
daB die Kerne kleiner sind als die bei den Zellen mit ,,long-shoot growth”. 
Die einzelnen Stadien der Kernteilung verlaufen analog denen bei 
diploiden Kernen (Abb. 11). Obwohl die Chromosomen meist sehr eng 
zusammenliegen, kann man neben der geringeren Gro&e der Teilungs- 


Abb. 12. Zygosacch. priorianus. Kopulation. Feulgenfirbung. a@ Zwei Sporen. b Die Sporen 
wachsen aufeinander zu. ¢ Zygote mit zwei Kernen. d, e Diploide Zygoten. / Metaphaseplatte. 
g, h Abwanderung des einen Tochterkerns. i Die Kernteilung ist beendet. 


figuren auch feststellen, daB die Chromosomenzahl nicht in der gleichen 
GréBenordnung liegt wie bei den diploiden Zellen, sondern da etwa nur 
die Hilfte der Chromosomen vorhanden ist. In den Metaphaseplatten 
sind manchmal 3 Chromosomen zu beobachten (Abb. 11, 2). In einer 
Anaphase (Abb. 11,3) waren je 3 Chromosomen deutlich erkennbar. 
Kines der Chromosomen erscheint hiiufig gréBer als die anderen beiden. 
Die gleichen Beobachtungen iiber die verschiedene GroBe der Chromo- 
somen konnte schon bei den diploiden Metaphaseplatten gemacht werden, 
bei denen der Eindruck entstand, als wenn 2 Chromosomen sich durch 
ihre GréBe besonders auszeichneten (Abb. 3, bu.c). Levan hat bei 


— 
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Saccharomyces cerevisiae das gleiche beschrieben: ,,In some slides two 
chromosomes seem larger than the rest“ (S. 464). 


Damit ist auch von cytologischer Seite der Nachweis erbracht, da die 
mit ,,short-shoot growth‘‘ wachsenden Zellen tatsichlich haploid sind, 
und zwar besitzt Saccharomyces priorianus aller Wahrscheinlichkeit nach 
in der Diplophase 6 und in der Haplophase 3 Chromosomen. 


Kbenso lieB sich auch die bereits von W1NGE (1935) postulierte Ver- 
schmelzung der haploiden Kerne bei der Zygotenbildung an Feulgen- 
praparaten sehr schén zeigen. Bei der Kopulation zweier haploider 
Zellen (Abb. 12) wandern die beiden Kerne in die aufeinanderzu- 
wachsenden Zipfel. Gleich nach der Beriihrung der Zellen und der Auf- 
lésung der trennenden Zellmembran verschmelzen die Kerne. Der resul- 
tierende diploide Kern liegt dann meist in dem schmalen Verbindungs- 
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Abb. 13. Zygosacch. priorianus. Sporenbildung. Feulgenfirbung. a Bukettstadium? b—d Dia- 
kinese. Es sind drei Gemini festzustellen. e Telophase der 1.Reduktionsteilung. 7, g 2.Reduk- 
tionsteilung; das Plasma schniirt sich in der Mitte ein. h Der eine Kern ist degeneriert, der 
andere teilt sich ein zweites Mal. 7 Zweisporiger Ascus mit degeneriertem Kern im leeren Teil 


des Ascus. & Dreisporiger Ascus mit degeneriertem Kern, der einer Spore von auSen angelagert 
ist. 7 Viersporiger Ascus. 


kanal, manchmal aber auch in einer der ursprtinglichen Zellen. Es 
beginnt eine mitotische Kernteilung, die sich durch nichts von den 
bereits bekannten Bildern bei den diploiden, vegetativen Zellen unter- 
-scheidet. 


Da die Feulgenfirbung es gestattet, die chromosomale Substanz 
elektiv darzustellen, lieBen sich’ mit ihrer Hilfe auch die sonst auBer- 
ordentlich schwer farbbaren Vorginge bei der Ascosporenbildung 
genauer verfolgen. Die in sporulierenden Zellen gefundenen Kernbilder 
(Abb. 13) deuten darauf hin, da8 es sich bei der Kernteilung zur Sporu- 
lation um eine echte Reduktionsteilung handelt. Zunichst fallen Zellen 
auf, bei denen der scheibenférmige, ziemlich grofe Kern mit einem 
schwach feulgenpositiven, fadigen, netzartigen Geflecht ausgefillt ist 
(Abb. 13, a). Die geringe Farbintensitét kénnte durch die lockere Ver- 
teilung der Chromosomensubstanz bedingt sein, denn die Stirke der 
Farbung durch die Nuclealreaktion hangt natiirlich, wie sees erwahnt, 
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von der Konzentration der Thymonucleinsiure ab. Es konnte sich bei 
diesen Bildern um das Bukettstadium handeln. Andere Bilder deuten auf 
die Diakinese hin: Es sind nimlich Kerne mit 3 deutlich zu unter- 
scheidenden feulgenpositiven Kérpern anzutreffen, die gréBer sind, als 
die normalen Chromosomen und deren Aussehen dem von Gemini gleicht 
(Abb. 13, b—d). Es lieB sich mit ziemlicher Sicherheit feststellen, da ein 
Chromosomenpaar gréBer ist, als die beiden anderen. Die Telophase der 
ersten Reduktionsteilung wird durch die Zeichnung Abb. 13, e dargestellt. 
In jedem Tochterkern sind etwa 3 Chromosomen festzustellen. Die 
Teilungen der zweiten Reduktionsteilungen verlaufen vielfach nicht 
synchron, so daB sowohl 2 Metaphasen als auch 2 Anaphasen oder Meta- 
und Anaphase oder Ana- und Telophase gleichzeitig in derselben Zelle 
beobachtet werden kénnen (Abb. 13,fu.g). Wahrend der zweiten 
Reduktionsteilung beginnt das Zellplasma meist, sich in der Mitte ein- 
zuschniiren und um die beiden Kernteilungsfiguren zusammenzuballen. 
Es wurde hiaufig beobachtet, daB einzelne Kerne degenerieren. Sie sind 
den Sporen von auBen angelagert. Damit erklart sich die unregelmabige 
Zahl der Sporen. 

Es ist von Interesse, die eigenen Beobachtungen mit denen von GUILLIERMOND, 
Mor.turer und Kout zu vergleichen. Die 3 Autoren stellten in Eisenhamatoxylin- 
praparaten fest, daB der Kern sich bei der Sporulation 1- bzw. 2mal hantelformig 
abschniirt. Die Sporenhanteln sind nach ihrer Beobachtung kleiner als die Sprob- 
hanteln. Kou stellte ein Schema auf fiir die Falle, daB 2, 3 bzw. 4 Sporen angelegt 
werden. Bei seiner Darstellung der Bilder von zweisporigen Asci scheint es sich um 
solche zu handeln, bei denen die erste Reduktionsteilung beendet ist. Der dreikernige 
Ascus soll dadurch entstehen, da8 nur der eine Kern sich ein zweites Mal teilt. Hier 
ist offenbar die zweite Reduktionsteilung abgelaufen, bei der der eine Kern dege- 
neriert ist und sich nicht zum zweiten Mal geteilt hat. Nach Kout miissen in solchen 
Fallen 3 Sporen, nach der Auffassung des Verfassers kénnen jedoch nur 2 Sporen 
entstehen. 

Mor tier und Kout stellten hiufig neben den Sporen noch einen Kern- 
rest in der Mutterzelle fest. Sie vertreten die Meinung, daB der Mutter- 
zellkern bei der Sporenbildung auBerhalb der gebildeten Sporen erhalten 
bleiben kann. Sie miissen jedoch zugeben, das der Mutterzellkern niemals 
im viersporigen Asci nachweisbar ist. Damit ist ziemlich sicher, daB es. 
sich bei dem von ihnen angenommenen Mutterzellkern um einen de- 
generierten haploiden Kern aus einer der Reduktionsteilungen handelt. 
Die Beobachtung deckt sich also mit der oben beschriebenen und ist eben- 
falls ein Hinweis dafiir, daB die Sporenkerne durch Meiose gebildet 
werden. 


_ Herrn Professor Dr. TRAUTWEIN spreche ich meinen herzlichsten Dank fiir die 
Uberlassung des Themas und fiir seine stete Hilfsbereitschaft bei der Anfertigung 
und Durchsicht der Arbeit aus, Herrn Privatdozent Dr. K. L. Scuuuze fiir sein 
groBes Interesse an meiner Arbeit und fiir seine Ratschlige und Hinweise. 
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Zusammenfassung. 


Es wurde der Versuch gemacht, an (Zygo-) Saccharomyces priorianus 
eytologisch die schwebenden Fragen tiber den Aufbau des Hefekerns, den 
Ablauf der Kernteilung und des Kernphasenwechsels zu klaren. 


1. Der ruhende Hefekern besteht aus Kernmembran, Kernplasma und 
dem der Membran uhrglasférmig angelagerten Chromatin. Ein Nucleolus. 
ist nicht vorhanden. Die Volutin-Granula werden als dem Nucleolus ho- 
molog und daher als extranucleire Nucleoli aufgefaBt. 


2. Es wird die Ansicht vertreten, daf es sich bei der Kernteilung der 
Hefe um eine intranucleaére Mitose handelt. Die Metaphase spielt sich 
wahrend der Volumenzunahme des runden Kernes ab, Ana- und Telo- 
phase wahrend der hantelformigen Kernstreckung. Diese Interpreta- 
tion ist geeignet, die auseinandergehenden Meinungen der friiheren Au- 
toren tiber die Kernteilung der Hefe in Ubereinstimmung zu bringen. 


3. Der Kernphasenwechsel lie® sich cytologisch bestatigen. In der 
haploiden Phase wurden 3 und in der diploiden Phase 6 Chromosomen 
festgestellt. In sporulierenden Zellen konnten 3 Gemini unterschieden 
werden; auBerdem sind die Teilungsfiguren der haploiden Zellen kleiner 
als die der diploiden. 

4, Die Kernteilung zur Sporulation wird als echte Meiose beschrieben 
und die Beobachtungen von GUILLIERMOND, Kout und MoELLER mit 
denen des Verfassers verglichen. 

5. Der Entwicklungsgang des Zygosaccharomyces priorianus unter- 
scheidet sich im wesentlichen nicht von dem der Saccharomyceten, 
deshalb wird vorgeschlagen, den Pilz Saccharomyces priorianus zu nennen. 
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Aufnahmebedingungen. 


Die Arbeit mu8 dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich 


Neues bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden 


aus. 

Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und vollig druckfertig sein; 
andernfalls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im 
Satz miissen auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 

Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig 
in Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere 
die Reproduktion von Photos. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
gebracht werden. 

Selbstandige kritische Sammelreferate tiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 

Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang 


von im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Physikalische Chemie. Ein Vorlesungskurs. Von Dr. Klaus Schéfer, 0. Pro- 
fessor fiir physikalische Chemie an der Universitat Heidelberg. Mit 71 Abbildungen. 
IX, 294 Seiten. 1951. Ganzleinen DM 19,60 


Das vorliegende Buch, das aus der praktischen Erfahrung des Universitaétsunterrichts 
entstanden ist, soll den mit den einfachsten Tatsachen der anorganischen und organischen 
Chemie vertrauten Leser im wesentlichen auf der Grundlage der klassischen Thermo- 
dynamik in die physikalische Chemie einfiihren. Es ist dabei Wert darauf gelegt, die 
modernen atomistischen Vorstellungen zur Veranschaulichung und Vertiefung der 
thermodynamischen GesetzmiBigkeiten weitgehend heranzuzichen. Besondere Sorgfalt 
ist der Grundlegung und der Anwendung des zweiten Hauptsatzes der Thermodynamik 
gewidmet, was insbesondere von dem Anfanger begriiBt werden diirfte, da dieses 
Kapitel erfahrungsgemaB die gréBten Schwierigkeiten beim Hindringen in die physi- 
kalische Chemie zu bereiten pflegt. Trotz des geringen Umfangs fithrt das Buch relativ 
weit in den behandelten Stoff ein, so daB selbst der Geiibtere neue Gesichtspunkte 
aus der Darstellung entnehmen kann. Von dem Lernenden diirfte als angenehm emp- 
funden werden, daB keine der benutzten Formeln ohne genaue Begriindung angegeben 
wird. Die Behandlung des Gesamtgebietes fiihrt in die modernen Theorien der Materie 
ein bis zu der Grenze, wo zum tieferen Verstindnis die Gesetze der Wellenmechanik 
benotigt wiirden, deren Hinzunahme jedoch den gesetzten Umfang des Buches ge- 
a Rs aan Heats werden, dafs dem Studierenden, der die Grundoperationen der 
Differential- und Integralrechnung beherrscht, hiermit das langentbehrte Lehrbuch 
an die Hand gegeben wird, das in knapper Form, aber in logisch konsequentem Aufbau 
ein wirkliches Verstandnis der physikalisch-chemischen GesetzmaBigkeiten vermittelt. 
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Lehrbuch der Hygiene. Von Professor Dr. Ernst Rodenwaldt, Heidelberg 
und Professor Dr. Richard-Ernst Bader, Heidelberg. Mit 102 zum Teil farbigen 
Abbildungen. IX, 823 Seiten. 1951. Ganzleinen DM 68,70 


Inhaltsiibersicht: Einleitung. Allgemeine Hygiene. Klima und Wetter. Siedlung, 
Haus, Wohnung. Wasser. Ernahrung. Abwasser und Abfall. Bestattung. Kleidung. 
Lebensfiihrung. Arbeitshygiene. Epidemiologie und Bekiimpfung der Infektionskrank- 
heiten. Grundlagen der allgemeinen Epidemiologie. Grundziige der bakteriologischen | 
Diagnose. Bakterien- und Pilzkrankheiten. Spirochitosen. Protozoenkrankheiten. 
Viruskrankheiten. Helminthenkrankheiten. Ungeziefer. Keimhemmung und Keim- 
tétung. Offentlicher Gesundheitsdienst. Medizinische Statistik. Schrifttum. Sach- 
verzeichnis. 


Die Verfasser haben sich fiir dieses Lehrbuch die Aufgabe gestellt, den derzeitigen 
Wissensbestand der Hygiene in lebendiger Form darzustellen und damit fiir die Mitarbeit 
an ihren Problemen zu werben. Es will ein Lehrbuch in dem Sinne sein, daB der Leser 
seiner Einzelabschnitte miihelos eine klare, ihn befriedigende Einsicht in die Tiefe und 
Breite der Hygiene oder ihrer Teilgebiete gewinnt, iiber die er Auskunft und Belehrung 
sucht. Um die Lesbarkeit zu erhdhen, wurde davon abgesehen, die Einzelabschnitte 
in der heute vielfach geiibten Weise bis in Hinzelheiten unter Sonderiiberschriften 
aufzugliedern. Dafiir erleichtert ein ausfiihrliches Sachverzeichnis das Aufsuchen von 
Textstellen. 


Ergebnisse der Hygiene, Bakteriologie, Immunitdats- 
forschung und experimentellen Therapie. Fortsetzung des Jahres- 
berichtes tiber die Ergebnisse der Immunititsforschung. Unter Mitwirkung hervor- — 
ragender Fachleute herausgegeben von Professor Dr. R. Doerr, Basel und Professor 
Dr. H. Schlossberger, Frankfurt/M. 


Sechsundzwanzigster Band. Mit 45 Abbildungen und einem Portrait. VI, 393 Seiten. 1949. 
DM 68,— 


Inhaltsiibersicht: Wolfgang Weichardt +. Von Professor Dr. R. Doerr-Basel 
und Professor Dr. H. Schlossberger-Frankfurt a. M. Mit 1 Titelbild. — Dichlor- 
diphenyltrichloraethan als Insektizid und seine Bedeutung fiir die Human- und Veteriniir- 
hygiene. Von Professor Dr. P. Miiller- Basel, Dr. R. Domenjoz- Basel, Dr. R. Wies- 
mann-Basel und Dr. A. Buxtorf-Basel. Mit 22 Abbildungen. — Das serologische 
und biologische Verhalten der fiir den Menschen pathogenen Streptokokken. Von Dr. G. 
B. Roemer- Diisseldorf. — Bacterium bifidum und seine Bedeutung. Von Dr. K. Bo- 
venter-Diisseldorf. Mit 6 Abbildungen. — Die Typhus-Paratyphus-Enteritis-Gruppe. 
(Die Salmonella-Gruppe.) Von Dozent Dr. R. E. Bader-Heidelberg. Mit 3 Abbildungen. 
— Zum Problem des Bakterienzellkerns. Von Professor Dr. G. Piekarski- Bonn. 
Mit 14 Abbildungen. — Namen- und Sachverzeichnis. 
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